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Resumen General
&
I lince ibérico {Lynx pardinus) es el felino mas amenazado del mundo y es la 
ùnica especie de la familia Felidae considerada en peligro critico (lUCN 2008). Sus 
poblaciones han alcanzado tamanos tan reducidos que su viabilidad esta amenazada, lo 
cual unido a los bajos niveles de variabilidad genética hacen a estas poblaciones muy 
vulnérables trente a la acciôn conjunta de factores ambientales y demogrâficos. En una 
situaciôn como esta es necesario llevar a cabo medidas complementarias de conservaciôn 
in-situ y ex-situ, entre ellas la cria en cautividad, el desarrollo de bancos de recursos 
biolôgicos y el uso de técnicas de reproducciôn asistida (ARTs). En 2003 se puso en 
funcionamiento el programa de Cria en Cautividad del Lince Ibérico y el Banco de 
Germoplasma y Tejidos de Especies Silvestres (BanGES) y se iniciaron lineas de 
investigaciôn para el desarrollo de ARTs de aplicaciôn al lince ibérico. La investigaciôn 
desarrollada ha incluido la recogida de material reproductive (especialmente 
espermatozoides) y somâtico, la caracterizaciôn de paramétrés reproductives y la 
criopreservaciôn espermatica en la propia especie y la realizaciôn de expérimentes de 
criopreservaciôn espermatica en especies utilizadas como modelo, el gato doméstico {Felis 
catus) y el lince rojo {Lynx rufus).
En un primer estudio se han evaluado algunos factores del proceso de 
criopreservaciôn espermatica con espermatozoides epididimarios de gato doméstico. Se ha 
examinado la eficacia de la criopreservaciôn analizando la motilidad (mediante el uso de un 
Indice de motilidad espermatica, SMI) y la integridad acrosômica (%IA) antes y después de 
la congelaciôn empleando (a) 2 diluyentes: TEST y Biladyl, (b) 2 tasas de refrigeraciôn; 
rapida en 30 min (-0,5°C/min) y lenta en 120 minutes (-0,125°C), (c) 2 sistemas de anadido 
del glicerol; en 1 vez y en 3 etapas, (d) 2 sistemas de almacenamiento: plldoras sobre hielo 
seco (CO2 sôlido) y pajuelas sobre vapores de nitrôgeno, (e) 2 sistemas de rellenado de las 
pajuelas: a temperatura ambiente antes de la refrigeraciôn y a 5°C después de la misma, y 
(f) 2 sistemas de congelaciôn de pajuelas con 2 tasas de congelaciôn: en 1 y 2 niveles sobre 
vapores de nitrôgeno. Ademâs, se ha evaluado la capacidad fecundante in vitro de los 
espermatozoides criopreservados, incluyendo un anàlisis de la eficacia de 2 métodos de 
estimulaciôn de la motilidad (el "swim-up" y el anadido de pentoxifilina), sobre la tasa de 
fecundaciôn in vitro.
Se encontraron resultados significativamente majores de SMI a la descongelaciôn 
cuando el semen se almacenô en pajuelas, y empleando congelaciôn en 2 niveles sobre 
vapores de nitrôgeno. A su vez, se observô un resultado significativamente mâs alto de SMI 
durante la incubaciôn post-descongelaciôn cuando el glicerol se ariadiô en 3 etapas. No se 
encontraron diferencias significativas en SMI ni %IA cuando se analizaron los demâs 
factores. Se encontraron relaciones estadisticamente significativas entre las proporciones de
espermatozoides môtiles y con el acrosoma intacte (%IA) en fresco y post-descongelaciôn, y 
entre %IA y el % de espermatozoides normales. La utilizaciôn de swim-up mejorô 
significativamente la proporciôn de espermatozoides môtiles post-descongelaciôn, pero no 
supuso un incremento significative de la tasa de fecundaciôn in vitro. El diluyente de 
congelaciôn TEST proporcionô una tasa media de fecundaciôn similar a la obtenida con 
espermatozoides frescos.
En un segundo estudio se utilizaron espermatozoides epididimarios de gato 
doméstico mantenidos en refrigeraciôn en los epididimos hasta 4 dias (72 h) para analizar 
(a) el efecto del tiempo de almacenamiento de los epididimos post mortem sobre la calidad 
espermatica y la supervivencia después de la criopreservaciôn, (b) el efecto de diferentes 
tiempos de exposiciôn al crioprotector antes de la congelaciôn sobre la calidad espermatica 
post-descongelaciôn y (c) el efecto de ambos, tiempo de almacenamiento y de exposiciôn, 
sobre la longevidad espermatica post-descongelaciôn.
Se encontraron diferencias significativas en el SMI de las muestras recién extra Idas 
debidas al tiempo de almacenamiento de los epididimos. El SMI de las muestras justo 
después de la extracciôn de los epididimos disminuyô significativamente a partir de las 48 h 
de almacenamiento con respecto a las muestras control. Ademâs el valor de SMI post- 
descongelaciôn observado en las muestras control fue significativamente mayor que el visto 
en las muestras procédantes de epididimos almacenados 24, 48 ô 72 h. Por otra parte, 
cuando los epididimos se almacenaron durante 72 h antes de la recolecciôn y 
criopreservaciôn de los espermatozoides, se detectaron diferencias significativas entre las 
muestras con tiempos diferentes de equilibrado con el glicerol diferentes (30 vs 120 min) en 
la evaluaciôn post-refrigeraciôn, registrândose un %IA significativamente mayor cuando se 
dejaron los espermatozoides en contacte con el crioprotector durante 120 min. Después de 
descongelar, hubo diferencias significativas tanto en el %IA como en el SMI, alcanzândose 
valores mâs altos en las muestras espermâticas equilibradas durante 120 min. Se encontrô 
relaciôn significative entre las proporciones de espermatozoides môtiles y con el acrosoma 
intacto post-descongelaciôn en todos los grupos expérimentales estudiados.
En tercer lugar, utilizando como modelo el lince rojo, una especie mâs cercana al 
lince ibérico que el gato doméstico se (a) caracterizaron los parâmetros séminales de esta 
especie, (b) analizô la capacidad de estos espermatozoides de sobrevivir in vitro, (c) 
valoraron dos diluyentes de congelaciôn (TEST vs Biladyl) para la criopreservaciôn de 
espermatozoides de esta especie, examinando la motilidad y la integridad acrosômica, y (d) 
evaluô la capacidad fecundante de los espermatozoides criopreservados de lince rojo 
mediante fecundaciôn in vitro heterôloga de oocitos de gato doméstico.
El lince rojo résulta ser una especie moderadamente estacional, encontrândose 
diferencias significativas en muchos parâmetros bâsicos de las muestras espermâticas
recogidas en otorio o en primavera, pero sin dejar de producir espermatozoides una vez 
finalizada la época de estro de las hembras. Présenta caracteristicas del eyaculado 
inferiores a las observadas en otros felinos de mediano tamario, incluidas otras especies de 
linces como el ibérico y el euroasiâtico, destacando la proporciôn de espermatozoides 
anormales, que es la mas alta de las très especies y con excepciôn del numéro total de 
espermatozoides que es mayor en el lince rojo que en las otras dos especies. Se observô 
que las muestras criopreservadas en Biladyl experimentan un descenso significativo de la 
proporciôn de acrosomas intactes post-descongelaciôn, con respecto a las muestras en 
fresco y que este descenso no tiene lugar de forma tan pronunciada en las muestras 
conservadas en TEST. Se encontrô relaciôn significativa entre el %IA (en fresco y post- 
descongelaciôn) y el SMI después de la descongelaciôn. Se hallaron diferencias en las tasas 
de fecundaciôn médias obtenidas con espermatozoides criopreservados recogidos en otorio 
o en primavera, siendo sustancialmente mayores las segundas. También se observaron 
diferencias muy marcadas en las tasas de fecundaciôn médias de las muestras 
criopreservadas en TEST y Biladyl, resultando muy superiores las primeras. Resultan muy 
interesantes las relaciones significativas encontrada entre el %IA post-descongelaciôn y las 
proporciones de oocitos fecundados y divididos.
En cuanto al trabajo realizado con la especie objetivo de esta tesis, el lince ibérico, se 
realizaron los siguientes trabajos: (a) caracterizaciôn de paramètres séminales, (b) 
valoraciôn del efecto de la edad sobre la calidad seminal, (c) comparaciôn de paramètres 
espermaticos entre machos cautivos y en libertad, (d) examen de las relaciones entre 
caractères espermaticos, (e) comparaciôn de las caracteristicas reproductivas del macho 
antes y después de la época de cria, (f) comparaciôn de paramètres en espermatozoides 
eyaculados y epididimarios, (g) valoraciôn las posibles relaciones entre caracteristicas 
séminales y fertilidad del macho, (h) anàlisis de la capacidad de los espermatozoides de 
sobrevivir en varias condiciones de incubaciôn in vitro, (i) valoraciôn de métodos de 
criopreservaciôn, evaluando el efecto sobre la motilidad y la integridad acrosômica, y (j) 
evaluaciôn de la capacidad fecundante de los espermatozoides criopreservados usando 
fecundaciôn in vitro heterôloga de oocitos de gato doméstico.
Se han observado en esta especie caracteristicas testiculares, endocrinas y 
séminales inferiores a las observadas en otros felinos de mediano tamario, pero dentro del 
rango de variaciôn observado en otras especies de linces como el lince rojo y el 
euroasiâtico. Los machos de lince ibérico no alcanzan la madurez sexual plena hasta que 
superan los 3 arios de edad, observândose diferencias significativas en variables 
fenotipicas, hormonales y espermâticas con valores superiores en los machos >3 arios de 
edad. No existen diferencias destacables entre las muestras séminales procedentes de 
individuos cautivos o en libertad, ni entre muestras obtenidas antes (otorio) o después
(primavera) de la época de cria, ni entre espermatozoides eyaculados de animales vivos o 
epididimarios de animales muertos. Ademâs se ha descubierto la existencia de asociaciôn 
significativa entre parâmetros del eyaculado como el % de acrosomas intactos con el % de 
espermatozoides môtiles y con el % de espermatozoides normales, y de rasgos fenotipicos 
0 séminales con la fertilidad de los machos del programa de cria en cautividad. Hubo 
correlaciôn significativa entre el peso relativo de testicules de los machos y el numéro medio 
de côpulas con la primera hembra con la que copulô. También se observô correlaciôn 
significativa entre el numéro total de espermatozoides en el eyaculado y el numéro de 
côpulas con la primera hembra con la que se apareô. Las caracteristicas del semen se 
relacionaron ademâs con el numéro de cachorros por hembra, como se puso en evidencia al 
comparar las hembras que parieron 2 y 3 cachorros, respectivamente, dado que los machos 
que dieron lugar a mayor numéro de cachorros produjeron un numéro de significativamente 
mayor de espermatozoides en el eyaculado, una mayor motilidad y una mayor proporciôn de 
espermatozoides con acrosoma intacto en el eyaculado. No se encontraron diferencias 
significativas en la proporciôn de espermatozoides môtiles o con acrosoma intacto entre las 
muestras incubadas en medios F-10 de Ham o TCM-199, ni entre las muestras 
criopreservadas en TEST o Biladyl con 4% de glicerol. Los espermatozoides de lince ibérico 
fueron capaces de fecundar oocitos de gata doméstica in vitro. La tasa media de 
fecundaciôn in vitro con espermatozoides de lince ibérico criopreservados en TEST fue mâs 
del doble que la obtenida con espermatozoides criopreservados en Biladyl.
Estos estudios nos han permitido obtener avances importantes en la caracterizaciôn 
de parâmetros reproductivos de felinos modelo y del lince ibérico, una especie criticamente 
amenazada. Los resultados obtenidos han demostrado la posibilidad de criopreservar 
exitosamente espermatozoides de esta especie y de emplear pruebas in vitro para examinar 
la capacidad fecundante. Se han sentado asi las bases para un mejor conocimiento de la 
reproducciôn de esta especie y se han dado los primeros pasos en el desarrollo de técnicas 
de reproducciôn asistida para contribuir a la conservaciôn de esta especie emblemâtica.
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Introducciôn General
ALctualmente esta teniendo lugar la primera extinciôn de especies a gran escala 
desde finales del Cretacico, hace 65 millones de arios. A diferencia de las 5 extinciones 
masivas pasadas, que fueron el resultado de cambios climàticos catastrôficos, colisiones de 
cuerpos extraterrestres, envenenamiento atmosférico y vulcanismo hiperactivo, la actual 
puede atribuirse principalmente a la acciôn de la especie humana, mediante la destrucciôn y 
fragmentaciôn de habitats y la sobreexplotaciôn de algunas especies. En los ûltimos 50 arios 
la presiôn del hombre ha sido tan intensa que sus efectos han empezado a notarse a escala 
planetaria. Segùn dates de la Uniôn Internacional para la Conservaciôn de la Naturaleza 
(lUCN), el 38% de todas las especies animales y el 21% de los mamiferos se encuentran 
amenazados (lUCN 2008).
El agravante de esta crisis de biodiversidad es la velocidad a la que esta teniendo 
lugar. Se calcula que la tasa actual de extinciôn de especies puede ser unas 1.000 veces 
superior a la tasa de extinciôn biolôgica histôrica, estimada en base a los datos disponibles 
para aves y mamiferos, que son los grupos taxonômicos mejor conocidos (Wilson 1992, 
2002).
La destrucciôn del habitat que todavia hoy continua es el principal factor de 
reducciôn de biodiversidad debido a que, aunque existan porciones disponibles de habitat 
original, la pérdida de potenciales areas de dispersiôn y el cierre de corredores migratorios 
(para algunas especies) genera poblaciones fragmentadas.
Poblaciones pequerias y fragmentadas. Extinciôn de especies
Desde que se sentaron las bases de la biogeografla de islas (MacArthur y Wilson 
1967), se han construido varies modèles sobre el tamario de poblaciôn y el tamario del ârea 
minimes necesarios para la supervivencia de una especie. Cuando una poblaciôn disminuye 
por debajo de un determinado tamario, conocido como minime para una poblaciôn viable 
(MVP), su recuperaciôn es imposible, de modo que este MVP es considerado normalmente 
como el umbral de extinciôn para una poblaciôn o una especie (Frankham 1995). Existen 
très factores que tienden a reducir el tamario de la poblaciôn: la estocasticidad demogrâfica, 
la estocasticidad ambiental y la pérdida de diversidad genética, que normalmente actùan en 
conjunto. La combinaciôn de la actuaciôn de estos factores en poblaciones de pequerio 
tamario las conduce a un declive acelerado y muy pronunciado conocido como “vôrtice de 
extinciôn”.
La estocasticidad demogrâfica estâ relacionada con las tasas de natalidad y 
mortalidad de los individuos de una especie. A medida que disminuye el tamario de la 
poblaciôn, el efecto de la reproducciôn y la supervivencia de cada individuo tiene efectos 
desproporcionados sobre la dinâmica poblacional, que en algunos casos pueden impedir su
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recuperaciôn. Estos efectos son particularmente marcados cuando las tasas de nacimientos 
son bajas ya que sus poblaciones requieren de mâs tiempo para recuperarse, como por 
ejemplo después de la epizootia de leucemia felina (FeLV) en la poblaciôn de lince ibérico 
de Donana en el ario 2007 (Meli et al. 2009).
La estocasticidad ambiental estâ causada por cambios que ocurren al azar en el 
clima y en el suministro de comida, asi como por desastres naturales como incendios, 
inundaciones o sequla. En poblaciones confinadas a âreas pequerias, una sola sequla, 
viento o incendio, podrla eliminar a todos los individuos.
A escala de poblaciôn la pérdida de variabilidad genética limita la capacidad de 
adaptaciôn a condiciones ambientales cambiantes (reduce su rango de respuesta a estos 
cambios) y de colonizaciôn de hâbitats diferentes. La viabilidad de una poblaciôn depende 
en ultima instancia de la capacidad de los individuos que la componen para sobrevivir y 
reproducirse. A escala individual la variabilidad genética es producto de la similitud genética 
(parentesco) de los progenitores. Cuando una poblaciôn es pequeria aumentan los cruces 
entre parientes, es decir, la consanguinidad, lo cual conlleva una reducciôn de eficacia 
biolôgica de los individuos, que se traduce en la disminuciôn de la reproducciôn y la 
supervivencia. A este fenômeno se le denomina depresiôn por consanguinidad 
(Charlesworth y Charlesworth 1987), frecuente en muchas poblaciones pequerias y aisladas, 
y que constituye un obstâculo sustancial a su recuperaciôn. La consanguinidad provoca un 
incremento de la homocigosidad que es perjudicial porque aumenta la probabilidad de que 
se expresen alelos deletéreos recesivos (Charlesworth y Charlesworth 1999). La magnitud 
de la depresiôn por consanguinidad depende fuertemente de las condiciones ambientales, 
ya que el estrés ambiental puede exacerber los efectos de la consanguinidad sobre la 
eficacia biolôgica (Keller et al. 2002). Con respecto a los machos se observa que los 
individuos mâs consangulneos sufren una disminuciôn drâstica de la calidad del semen, 
principalmente por aumento de la proporciôn de espermatozoides con anormalidades 
morfolôgicas y la disminuciôn de la motilidad, que resultan esenciales para la fecundaciôn 
(Gomendio et al. 2000).
La problemàtica de los felinos. El caso del lince Ibérico {Lynx pardinus)
La familia Felidae es uno de los grupos con mayor diversidad dentro del orden de los 
carnivoros (Carnivora). Estâ constituida por 11 géneros y 36 especies salvajes (Johnson et 
al. 2006) (Fig. 1), diverses en muchos aspectos. Son muy variables en tamario, incluso 
dentro de una misma especie, como ocurre con los leopardos {Panthera pardus) o los 
pumas {Puma concolor). Hay especies desde 1 kg, como el gato rojizo {Prionailurus 
rubiginosus), hasta cerca de 300 kg, como el tigre {Panthera tigris) (Sunquist y Sunquist 
2002). También son muy diferentes en pelaje, que puede ser de coloraciôn uniforme como
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en el leôn {Panthera leo), el puma y el yaguarundi {Puma yagouaroundi), manchado como 
en la pantera nebulosa {Neofelis nebulosa) y el gato jaspeado {Pardofelis marmorata), 
moteado como en el leopardo {Panthera pardus) y el guepardo {Acinonyx jubatus), con 
rosetas como en el jaguar {Panthera onca) o el ocelote {Leopardus pardalis), o a rayas como 
en el tigre o el gato andino {Leopardus jacobita). Estas diferencias son resultado de la 
adaptaciôn de cada especie al habitat que ocupa, con el objetivo de mimetizarse y hacer 
pasar desapercibido al individuo ante potenciales presas y predadores. Presentan ademâs 
diferencias de nicho ecolôgico ya que, aunque la mayoria de ellos habitan en zonas de 
bosque o colindantes al bosque, ocupan una gran variedad de hâbitats diferentes (Sunquist 
y Sunquist 2002). Por otra parte, junto a todas las diferencias mencionadas que hacen de la 
familia de los felinos un grupo diverso, también poseen rasgos comunes, como son la 
alimentaciôn, estrictamente carnivora, a base de carne de presas vivas que cazan, o la 
morfologla corporal, reflejo de su dieta, que se caracteriza por presentar patas delanteras 
fuertes, con garras de largas urias retrâctiles con las que se ayudan para cazar, una 
columna vertebral flexible y unas patas traseras musculosas que se combinan con todo lo 
anterior para conferirles rapidez y agilidad. Sus ojos, muy grandes y sensibles a la luz, 
poseen buena visiôn periférica y binocular que les confieren la capacidad de cazar en 
condiciones de alta luminosidad y casi compléta oscuridad y amplia visôn espacial, y a los 
que acomparian agudos sentidos del oido y el olfato. También destaca su denticiôn, que 
présenta cuatro patentes caninos que insertan entre las vertebras de sus presas para darles 
muerte. El comportamiento social les caracteriza como animales mâs o menos solitarios, 
debido a las grandes superficies necesarias para que haya suficientes presas. Los adultos 
viven y cazan solos, excepto los machos de leôn y guepardo. Son bastante intolérantes con 
otros adultos de su mismo sexo y exhiben un sistema social espacial y temporalmente 
disperse (Bekoff et al. 1984), que les vuelve especialmente vulnérables ante la destrucciôn y 
fragmentaciôn del hâbitat y la estocasticidad demogrâfica. De las 36 especies de felinos 
silvestres existentes en el mundo, 24 (67%) estân amenazadas debido a la destrucciôn y 
fragmentaciôn de sus hâbitats, por la disminuciôn/desapariciôn de presas y en algunos 
casos por la caza intensiva de la que son objeto para conseguir su piel o sus colmillos o 
para evitar el riesgo que suponen para los animales domésticos y ocasionalmente para los 
asentamientos humanos (Inskip y Zimmermann 2009).
Se consideran gatos pequerios aquellos que en edad adulta pesan menos de 20 kg 
(Swanson 2006) y constituyen este grupo 29 de las 37 especies. Entre ellas se encuentran 
los linces, taxonômicamente englobados en el género Lynx, formado por 4 especies (Fig. 1 ). 
Las especies de lince ocupan hâbitats diferentes pero comparten rasgos comunes que los 
diferencia del resto de los felinos, como la longitud de la cola, que en el resto mide de un 
tercio a la mitad de la longitud cabeza-cuerpo (Garcla-Perea 1992) y cuerpo corto en
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relaciôn a unas extremidades estilizadas en lugar de cuerpo alargado y extremidades cortas 
habituai en otras especies de felinos (Palomares 2004).
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Fig. 1. Relaciones filogenéticas entre las especies de felines representadas en un érbol de maxima 
verosimilitud (Johnson et al. 2006). Se resalta la posiciôn de los linces y el gato doméstico. Varies 
autores consideran que Felis silvestris y Felis libyca son la misma especie)._____________________
De las cuatro especies de lince, dos se distribuyen por el continente americano, el 
lince canadiense {Lynx canadensis) y el lince rojo {Lynx rufus), y las otras dos por Asia y 
Europa, el lince euroasiâtico o boreal {Lynx lynx) y el lince ibérico {Lynx pardinus) (Sunquist 
y Sunquist 2002). Todos ellos tienen un antecesor comûn que se separô de las otras 
especies de felinos hace 6 millones de arios (Johnson y O’Brien 1997). El antecesor mâs 
aceptado de todos ellos es Lynx issidorensis, que se originô en Africa hace 4 millones de 
arios y se distribuia por Asia y Europa hace 2 millones de arios (Kurtén 1978, Werdelin 
1981). Otros investigadores consideran que el origen de los linces actuates estâ en Felis 
rexroadensis, cuyos restes fosilizados se han encontrado en Norteamérica (Sunquist y 
Sunquist 2002), donde sitùan el origen del género. El lince rojo fue el primer linaje en 
diferenciarse (Johnson et al. 2004, 2006). Las relaciones entre las otras 3 especies estân 
todavia poco claras y varlan en funciôn del método de anàlisis utilizado (Johnson et al. 
2004). La mayoria de los estudios apuntan a que el lince Ibérico y el euroasiâtico fueron 
taxones hermanos que compartian un antecesor comûn con el lince canadiense (Johnson et
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al. 2004), aunque algunos autores dan como taxones hermanos al lince ibérico y canadiense 
(Beltran et al. 1996). Parece que la especiaciôn o divergencia de estas 3 especies a partir de 
un ancestro comûn ocurriô simultaneamente hace 1,53 - 1,68 millones de arios (Johnson et 
al. 2004).
Algunos investigadores han propuesto que el lince ibérico es una subespecie de lince 
boreal y no una especie plena, pero hay resultados moleculares que confirman su entidad 
especifica (Johnson et al. 2004). El lince ibérico y el euroasiâtico se distribulan en Europa 
central en el Pleistocene (Kurtén y Grandqvist 1987) pero puede que nunca haya habido 
solapamiento significativo de sus âreas de distribuciôn (Johnson et al. 2004) y no hay 
evidencias de formas intermedias (Werdelin 1981). Las âreas de distribuciôn y los tamarios 
poblacionales de ambas especies se han reducido significativamente durante los dos ûltimos 
siglos (Johnson et al. 2004). El ârea de distribuciôn del lince euroasiâtico es una de las mâs 
grandes de todos los felinos, superando los 13 millones de km^, muy superior al ârea 
mâxima (histôrica) de distribuciôn del lince ibérico (Fig. 2), estimada en 40.000 km^ 
(Rodriguez y Delibes 2004). Mientras que el ârea ocupada en la actualidad por el lince 
euroasiâtico sôlo ha sufrido pérdidas en Europa central y occidental, la distribuciôn del lince 
ibérico ha experimentado un proceso de fuerte contracciôn desde principios del siglo XX 
(Fig. 4), reduciéndose casi a la mitad en la actualidad, con ârea de 22.300 km^ (Rodriguez y 
Delibes 2004).
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Fig. 2. Tamario de las âreas de distribuciôn 
de las especies del género Lynx. En el 
lince ibérico se représenta el ârea de 
distribuciôn histôrica (Modificado de 
Palomares 2004).
L lynx L  cartEdensis L  rufus L  pardnus
El lince ibérico {Lynx pardinus Temminck 1824) es especialista en cuanto a hâbitat, 
pues selecciona zonas de matorral y bosque mediterrâneo siempre que haya abundancia de 
conejo (Blanco 1998), resultando ôptimos los ambiantes heterogéneos donde se desarrolle 
poca actividad humana, con mosaico de matorral mediterrâneo mâs o menos denso donde 
esconderse y encamarse y zonas abiertas de pasto donde cazar y por donde desplazarse. 
Es también especialista trôfico constituyendo el conejo de monte europeo {Oryctolagus 
cuniculus) del 75 al 100% de su dieta (Aldama et al. 1991) (Fig. 3), dependiendo de la
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disponibilidad de esta presa. La necesidad energética diaria de un individuo adulto se estima 
en 600-1000 kcai, lo cual estâ muy proximo al aporte energético que représenta la ingesta 
de un conejo (Aldama et al. 1991). Por lo tanto, aunque no se ha encontrado correlaciôn 
significativa entre la reproducciôn de linces ibéricos y la abundancia de conejos, su presa 
principal (Palomares et al. 2005), a nivel de poblaciôn la densidad minima de conejos 
estimada, 1 conejo/ha en otorio, puede servir como densidad umbral por encima de la cual 
una poblaciôn de linces puede mantener su organizaciôn espacial y su estabilidad numérisa 
(Palomares et al. 2001 ).
Fig. 3. Lince Ibérico cazando un conejo (©Antonio Sabater. 2001).
El antecesor mâs reciente del lince ibérico {Lynx pardinus spaeleus) ocupaba la 
peninsula Ibérica y se extendia al norte de los Pirineos hasta el sur de Alemania, aunque los 
limites précisés no se conocen bien (Kurtén y Grandqvist 1987, Rodriguez y Delibes 2002). 
La distribuciôn histôrica mâxima del lince ibérico (Rodriguez y Delibes 2002) incluia el norte 
de los Pirineos pero que posteriormente se redujo a la Peninsula Ibérica debido a la presiôn 
ejercida en Europa central por el lince boreal procédante de Asia (Kurtén y Grandqvist 
1987). No obstante, parece que ambas especies han coexistido sin hibridarse en el norte de 
Esparia y sur de Francia (Altuna 1980).
Los restos arqueolôgicos del lince ibérico se distribuyen ampliamente por toda la 
peninsula. Posteriormente se dispone de informaciôn en el siglo XIX, momento en el que los 
naturalistes reflejan en sus publicaciones la ausencia de la especie en la mitad norte 
peninsular y en la costa mediterrânea hasta Almeria. En 1950 la especie redujo su ârea de 
distribuciôn a la mitad suroeste de Esparia y sur de Portugal (Rodriguez y Delibes 1990) con 
existencia de algunas poblaciones relictas en el norte y este de la peninsula (Valverde 1963, 
Garzôn 1978, Delibes 1979). La causa del retroceso hasta este momento fue la caza. En 
I960 la especie ya se describia como rara y sôlo estaba présente en zonas del centro y sur 
de la peninsula (Valverde 1963) (Fig. 4). La segunda etapa de regresiôn abarca hasta la 
década de los 70, coincidiendo con un râpido desarrollo econômico en Esparia. En este
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momento las principales amenazas para la especie fueron la destrucciôn de habitats, la 
fragmentaciôn de sus poblaciones como consecuencia de la creaciôn de grandes 
infraestructuras como embalses, carreteras y ferrocarriles, y la acusada disminuciôn de las 
poblaciones de conejo, que llegô a desaparecer de algunas zonas como consecuencia de 
las epidemias de mixomatosis en los arios 50 - 60 y enfermedad hemorrâgica virica en 1988, 
momento en el que el lince ibérico habia perdido mâs del 81% de su rango geogrâfico 
original (Rodriguez y Delibes 1990) y su tamario poblacional se estimô en 1100 ejemplares 
(Guzmân et al. 2002). La ultima fase de retroceso abarca desde los arios 80 hasta la 
actualidad y en ella las principales amenazas para esta especie son el todavia limitado 
numéro de conejos en muchas zonas de distribuciôn del lince, la antropizaciôn del medio y 
la fragmentaciôn del hâbitat. En 1998 las estimas poblacionales concluyeron que quedaban 
sôlo 660 animales y los ûltimos censos poblacionales oficiales realizados entre 1999 y 2002 
estimaban en poco mâs de 200 el nùmero total de ejemplares, que se repartian en los que 
se consideraban los dos ûnicos nûcleos reproductivos de la especie, aislados entre si, uno 
en Doriana y otro en las sierras de Andûjar-Carderia (Sierra Morena oriental), con 40 - 50 y 
150 animales, respectivamente.
Recientemente se han encontrado evidencia de la existencia de linces en el centro 
de la peninsula Ibérica, en los Montes de Toledo (Aida et al. 2008), donde se le daba por 
“probablemente extinto” (Pertoldi et al. 2006) o se considéré que no se trataba de una 
poblaciôn astable sino de un grupo de individuos aislados dificiles de detectar (Guzmân et 
al. 2002). En algunos de los enclaves (Montes de Toledo orientales y centrales y Sierra del 
Relumbrar-Alcaraz) donde se ha detectado la especie, los indicios se han repetido varias 
veces, por lo que parece tratarse de una pequeria poblaciôn y no de animales dispersantes 
procedentes de la poblaciôn de Andûjar-Carderia (Aida et al. 2008). Quedan pendientes 
anàlisis que permitan profundizar en el origen y estatus genético de este grupo de animales.
El lince ibérico, por tanto, ha sufrido un declive muy marcado de sus poblaciones, 
que han alcanzado tamarios tan reducidos que amenazan su viabilidad. Ello unido a a los 
bajos niveles de variabilidad genética (Palomares et al. 2002, Jonson et al. 2004, Pertoldi et 
al. 2006) hacen a estas poblaciones muy vulnérables frente a riesgos ambientales o 
apariciôn de nuevos patôgenos.
Esta situaciôn de declive continue desde comienzos del siglo XX, ha generado gran 
preocupaciôn y se han diseriado estrategias para frenar dicho descenso. El trabajo realizado 
in situ parece estar fructificando y en el période entre 2004 y 2008 se ha registrado el 
nacimiento de 228 ejemplares en libertad, 164 en Sierra Morena y 64 en Doriana (Junta de 
Anadalucia 2008a).
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Fig. 4. Ârea de distribuciôn del Lince Ibérico en (A) 1900, (B) 1960, and (C) 2002 y (D) 2008. En verde 
las zonas donde recientemente se ha verificado la existencia de lince ibérico (Aida et al. 2008) 
(Modificado de www.ellinceiberico.com).
De acuerdo con la situaciôn descrita, el lince ibérico estâ protegido legalmente a 
varias escalas. Es la ùnica especie de felino que se encuentra dentro de la categorla 
“Criticamente Amenazado” (C2a(i)) en la Lista Roja de la Uniôn Internacional para la 
Conservaciôn de la Naturaleza (lUCN 2008) y el Grupo de Especialista en Felinos de la 
lUCN (CSG/lUCN) lo cataloga como la especie de felino mâs amenazada del mundo. La 
Directiva Europea para la Conservaciôn de la Flora y Fauna salvajes (92/43/EEC 
transpuesta por el RD 1997/1995) lista la especie en el Anexo II “especie prioritaria que 
requiere medidas especiales de protecciôn del hâbitat” y en el Anexo IV “estrictamente 
protegido”. La Convenciôn sobre el comercio internacional de especies amenazadas de 
fauna y flora silvestres (CITES; Washington 1973) situa la especie en el Apéndice I: 
especies en peligro de extinciôn que pueden verse muy afectadas por el comercio. El 
Convenio relativo a la conservaciôn de la vida salvaje y del medio natural en Europa (Berna 
1979) coloca al lince ibérico en el Apéndice II: estrictamente protegido. En Esparia, el lince 
ibérico estâ incluido en el Anexo I “amenazado en peligro de extinciôn” en el RD 439/1990 
relativo al Catâlogo Nacional de Especies Amenazadas de Esparia. En Portugal estâ 
igualmente catalogado como en peligro de extinciôn, en el Livre Vermelho dos Vertebrados 
de Portugal (Cabrai 2005).
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Los Programas de Cria en Cautividad
Nadia pone en duda que la preservaciôn de! medio natural es una prioridad de cara a 
conservar la biodiversidad. Pero el reducido tamano alcanzado por algunas poblaciones 
hace Improbable que sobrevivan exclusivamente con la conservaclôn o restauracion del 
espacio al que han quedado relegadas ya que, aunque este fuese posible, es muy probable 
que el uso de territories adyacentes para otros fines no permita la conexiôn con otras 
poblaciones aisladas, por lo no se produciria flujo genético. Ademàs puede darse el caso de 
que la disminuciôn del tamano poblacional hasta el limite de viabilidad (MVP) pueda deberse 
a causas distintas de la destrucciôn de medio como la excesiva presiôn cinegética o la caza 
furtiva sobre la especie o sus presas (como es el caso del perrito de las praderas - turôn de 
patas negras), o motives sanitarios sobre la propia especie o sus presas, tal como ha 
pasado en el caso del conejo del monte y el lince ibérico. Por estes motives se hace 
necesario reconocer la existencia de estrategias complementarias de conservaclôn de la 
biodiversidad, entre ellas la cria en cautividad, les bancos de recursos biolôgicos y el uso de 
biotecnologias reproductives o técnicas de reproducciôn asistida (ARTs) (Roldân y Garde 
2004).
Los programas de cria en cautividad se convierten en algunos cases en una 
herramienta de gran utilidad para la conservaclôn de una especie. Como régla general, se 
recomienda comenzar un programa de cria para la conservaclôn cuando las poblaciones 
silvestres de una especie estén sufriendo un declive vertiginoso y no se conocen, o no se 
pueden contrôler de modo efectivo, les factores que estân causando dicho declive. El 
problème es que con frecuencia se ponen en marcha cuando la especie esta al borde de la 
extinciôn y la poblaciôn fundadora cuenta con muy pocos individuos por lo que se parte de 
un problème de reducida variabilidad genética con consecuencias negatives sobre la 
reproducciôn y viabilidad de los individuos (Rails y Ballow 1986), lo que podria limiter el éxito 
de futures reintroducciones. Los programas de cria en cautividad constituyen ademàs un 
recurso para la obtenciôn de informaciôn biolôgica muy dificil o imposible de conseguir a 
partir de animales de vida libre y permiten la reintroducciôn de animales, en poblaciones aùn 
existentes pero debilitadas o en zonas histôricamente ocupadas de las que la especie ha 
desaparecido. Finalmente, sirven también como herramienta educative, para incrementar la 
conciencia social sobre la problemàtica de conservaclôn de algunas especies.
La mayoria de las especies de felinos se han criado en cautividad, pero con éxito 
variable entre ellas (Nowell y Jackson 1996). Las variables que influyen sobre el éxito 
reproductivo en cautividad incluyen caracteristicas de las instalaciones, grade de interacciôn 
con conespecificos de distinto sexo y con los cuidadores, problemas de salud y situaciones 
de estrés (Dobson et al. 2000, Dobson y Smith 2001).
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En Espaha, el programa de cria en cautividad, que forma parte del programa de 
conservaclôn ex-situ del lince ibérico, se aprobô en 2001 (siguiendo la directrices de la 
Estrategia para la Conservaclôn del lince Ibérico de 1999) y empezô a funcionar en 2003 
(Pérez de Albéniz 2006, Vargas et al. 2008, www.lvnxexsitu.es). Los primeros nacimientos 
en cautividad ocurrieron en 2005, en el centre de cria de lince ibérico de “El Acebuche”. A 
esta primera camada, constituida por très cachorros, dos hembras y un macho, han seguido 
otras muchas en los anos posteriores, hasta alcanzarse los 24 ejemplares nacidos en 
cautividad en el ano 2008 (Programa Conservaclôn Ex-Situ del Lince Ibérico 2008) (Fig. 5).
60
Provonionles do la naturaleza
n>14
OlOOD»
Fig. 5. Evoluciôn del numéro de 
ejemplares de lince ibérico 
mantenidos en Programa de 
Conservaciôn Ex-situ entre enero de 
2004 y junio de 2008 (Programa de 
Conservaciôn Ex-situ del Lince 
Ibérico 2008).
01000»  0 10 006  010007  010008
Los objetivos iniciales del Programa de Conservaciôn Ex-Situ del Lince Ibérico 
planteaban las primeras reintroducciones para el aho 2010 (Vargas et al. 2007), pero los 
buenos resultados de la cria en cautividad obtenidos y el éxito de la trasiocaciôn 
experimental de un macho de la poblaciôn de Sierra Morena a la de Dohana en diciembre 
de 2007 (Junta de Andalucia 2008a, b) ha hecho considerar la posibilidad de adelantar la 
reintroducciôn a 2009 (Junta de Andalucia 2008c).
La puesta en marcha de un programa de cria en cautividad no necesariamente 
involucra el desarrollo de ARTs pero, dada la utilidad de estas biotecnologias como medio 
para solucionar problemas de incompatibilidad comportamental entre individuos e infertilidad 
o para facilitar el flujo génico entre poblaciones (tanto en cautividad como en libertad) y 
conservar la mayor cantidad de recursos genéticos en un momento dado, se aconseja 
vincular ambas herramientas (Roldan y Garde 2004).
Por otra parte, puede recurrirse a estas biotecnologias sin un programa de cria en 
cautividad ya que éstas ofrecen nuevas vias para la introducciôn de material genético en 
poblaciones de vida libre (Fig. 6), sin necesidad de trasiocar animales, evitando por tanto los 
riesgos asociados a estos movimientos como estrés, inadaptaciôn social y/o transmisiôn de
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parâsitos y enfermedades, que impidan la reproducciôn y supervivencia de los individuos 
introducidos (Roldan y Garde 2004).
En realidad, para alcanzar un éxito razonable en los programas de conservaciôn es 
aconsejable integrar las biotecnologias reproductives con las estrategias tradicionales de 
“propagaciôn” y considerar a las poblaciones cautivas y en libertad como un ùnico recurso 
(Swanson et al. 2007). Lo ideal es que las ARTs sirvan de nexo de uniôn entre poblaciones 
in-situ y ex-sItu. El flujo de material genético se puede producir hacia la naturaleza a partir 
de animales cautivos o al rêvés, de forma que se eviten los problemas de consanguinidad 
frecuentes en las poblaciones cautivas sin necesidad de extraer ningùn individuo del medio 
natural (Swanson et al. 2007). Para poder llevar a cabo estas transferencias de material 
genético es necesaria la puesta a punto de protocoles de captura y anestesia seguros, 
acompanados de métodos de recogida, procesado y criopreservaciôn de gametos 
adecuados a la especie y a las condiciones de campo (Swanson et al. 2007).
Los Bancos de Recursos Biolôgicos y las Técnicas de Reproducciôn Asistida (ARTs)
En los Bancos de Recursos Biolôgicos se conservan criopreservados 
espermatozoides, ôvulos y embriones, células somâticas, tejidos, tumores, fluidos (sangre, 
suero, plasma, orina), heces y pelos. Se denominan Bancos de Germoplasma cuando 
incluyen sôlo gametos y embriones y Bancos de Recursos Genéticos (GRB) cuando junto a 
los gametos y embriones se conservan células somâticas y tejidos. Estos bancos no son 
meros almacenes de biomateriales sino que se trata de réservas de material vivo, que 
permiten conservar indefinidamente la variabilidad genética existante en el momento de la 
recogida, por lo que representan un seguro de vida para las especies de las que se 
conservan las muestras (Wildt et al. 1997, Holt y Pickard 1999). Igual que ocurre con las 
biotecnologias reproductivas, la forma de conseguir los majores resultados por medio de 
estos bancos es obteniendo muestras tanto de animales cautivos como en libertad, e incluso 
animales muertos (recuperaciôn de espermatozoides de epididimo, oocitos de los ovarios, 
fibroblastos de la epidermis) haciendo posible su reproducciôn futura y su contribuciôn al 
pool genético de la especie con unos genes que de otra forma se perderlan. La 
transferencia de recursos de estos bancos a las poblaciones cautivas o salvajes de una 
determinada especie précisa del conocimiento detallado de su fisiologla reproductive para 
poder aplicar biotecnologias reproductivas con éxito. La conservaciôn de tejidos, sangre, 
etc., asociados a los gametos puede ademàs permitir genotipar o llevar a cabo estudios 
epidemiolôgicos de las muestras.
En Espana existe un banco de recursos genéticos de 3 especies de gacelas 
norteafricanas amenazadas, gacela dorcas {Gazella dorcas neglecta), gacela dama {Gazella 
dama mohr) y gacela de Cuvier (Gazella cuvieri) (Garde et al. 2003, 2006a, Roldan et al.
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2006b, Gonzalez et al. 2008, Berllnguer et al. 2008) vinculado a los programas de cria en 
cautividad de estas especies iniciados en 1971 en la Estaciôn Experimental de Zonas Âridas 
(EEZA-CSIC). Existe también un banco de semen de ciervo ibérico {Cen/us elaphus) creado 
por el Institute de Investigaciôn en Recursos Cinegéticos (CSIC-UCLM-JCCLM) en 1991 en 
el campus de Albacete de la Universidad de Castilla-La Mancha (UCLM) (Garde et al. 
2006b). Finalmente, se encuentra el Banco de Germoplasma y Tejidos de especies 
silvestres (BanGES), en el Museo Nacional de Ciencias Naturales (CSIC), en el marco del 
cual se ha desarrollado esta tesis, fruto de un convenio entre el CSIC y el Ministerio de 
Medio Ambiente firmado en octubre de 2003 y que presta especial atenciôn a mamiferos 
amenazados ibéricos (Roldân et al. 2005), con especial interés en el lince ibérico (Roldan et 
al. 2006a, Crespo et al. 2007) y en el vison europeo (del Olmo et al. 2005).
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Fig. 6. Ilustraciôn esquemàtica del potencial de los bancos de recursos genéticos como nexo entre 
conservaciôn in situ y ex-situ.
Las ARTs se han usado desde hace muchos ahos en animales domésticos y en 
seres humanos. Las técnicas clâsicas incluyen la criopreservaciôn de espermatozoides, la 
inseminaciôn artificial (Al), la fecundaciôn in vitro (IVF) y algo mâs recientes la congelaciôn y 
transferencia de embriones (ET) procedentes de desarrollo in vitro o in vivo. Otras técnicas 
de nueva aplicaciôn y que se encuentran en distintas fases de desarrollo en animales 
salvajes son la inyecciôn intracitoplasmâtica de espermatozoides (ICSI), la congelaciôn de
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oocitos y la preselecciôn de sexo mediante separaciôn de espermatozoides X e Y, as! como 
la clonaciôn mediante transferencia de nùcleo (NT) (Roldân y Gomendio 2009).
Para el desarrollo de estas biotecnologias se ha reconocido la necesidad de emplear 
especies modèle, que habitualmente son especies domésticas, que permiten obtener 
muestras suficientes y realizar las pruebas necesarias para poner a punto estas técnicas de 
forma que sôlo sea necesario perfilar los detalles en sus “parientes” salvajes (Wildt et al. 
1986a, Goodrowe 1992, Swanson 2003, Pukazhenthi et al. 2006a). El gato doméstico {Felis 
catus) ha sido muy utilizado como modelo experimental para el estudio de la biologla de 
felinos salvajes amenazados (Wildt et al. 1986b, 1995, Swanson y Wildt 1995, Pope 2000), 
contribuyendo a su conservaciôn, y de enfermedades humanas, incluidas anomallas 
anatômicas, nutricionales, inmunolôgicas, cardiovasculares, oncolôgicas y desôrdenes 
metabôlicos hereditarios as! como fertilidad (Hardy 1984, Goodrowe et al. 1989a, 
Pukazhenthi et al. 2001, O’Brien et al. 2002, Menotti-Raymond et al. 2003). Como 
aproximaciôn al lince ibérico hemos utilizado como especies modelo el gato doméstico y el 
lince rojo. Se ha intentado trabajar también con el lince euroasiâtico, por ser una especie 
mâs prôxima al lince ibérico que las dos especies mencionadas y por constituir una especie 
de interés en si misma, pero el éxito en la recuperaciôn de espermatozoides fue muy bajo y 
las muestras obtenidas de baja calidad, de modo que los estudios con esta especie han sido 
limitados.
El principal objetivo de la criopreservaciôn celular es el mantenimiento de la 
viabilidad y funcionalidad de las células. La supervivencia celular a la congelaciôn- 
descongelaciôn es producto de numerosos factores que interaccionan entre si. La 
criopreservaciôn tiene lugar habitualmente en una soluciôn acuosa con diferentes solutos 
ahadidos y los cambios fisico-qulmicos que tienen lugar durante la congelaciôn derivan en 
gran medida de la concentraciôn de estos aditivos en dicha soluciôn.
El espermatozoide fue el primer tipo de célula en congelarse. La historia de la 
criobiologla espermâtica se remonta a hace 230 ahos cuando se observô motilidad en 
espermatozoides de humano y de caballo conservados en la nieve (Spallanzani 1776). A 
finales del siglo XIX se observô motilidad en espermatozoides humanos conservados a 
-17°C y surgieron las primeras especulaciones sobre el potencial fecundante de estas 
células (Mantegazza 1866). A mediados del siglo XX fueron observados espermatozoides 
humanos môtiles conservados a -269°C (Jahnel 1938). Poco después se recuperaron 
espermatozoides humanos môtiles después de 70 dias a -79°C (Shettles 1940). En los ahos 
50 se descubriô que los espermatozoides podlan congelarse y descongelarse conservando 
motilidad si el glicerol formaba parte del medio en el que estaban suspendidos (Polge et al. 
1949), y se obtuvo el primer nacimiento a partir de semen congelado, el ternero “Frosty” 
(Stewart 1951). En la actualidad se criopreservan con éxito los espermatozoides de mâs de
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50 especies de mamiferos, pero aùn queda mucho por investigar. El principal problema de la 
criopreservaciôn de espermatozoides sigue siendo el descenso de la motilidad, de la 
proporciôn de espermatozoides con acrosoma intacto y de la funcionalidad de los 
espermatozoides supervivientes que tiene lugar como consecuencia de la congelaciôn- 
descongelaciôn.
La respuesta de las células a la criopreservaciôn esta esencialmente marcada por la 
relaciôn ârea/volumen, que en espermatozoides es muy alta debido a la longitud del flagelo, 
y el contenido en agua, que es de airededor del 80% del volumen total de una célula 
somatica y airededor del 50% en el espermatozoide porque el citoplasma es muy limitado.
Génesis de los espermatozoides
Los espermatozoides son células altamente especializadas y diferenciadas en las 
que estân ausentes algunos organelos como el aparato de Golgi, el reticulo endoplâsmico y 
los ribosomas pero presentan otros organelos especializados, con funciones especificas en 
el proceso de fecundaciôn y de desarrollo temprano, como el acrosoma y el centriolo 
proximal. El acrosoma es un grânulo que se forma a partir del aparato de Golgi y que a 
modo de “caperuza” se encuentra en la parte anterior del nùcleo, por debajo de la 
membrana plasmâtica, y contiens enzimas proteoliticas que digieren las cubiertas externas 
del oocito tras la reacciôn acrosômica como parte del proceso de fecundaciôn. Su forma y 
tamano varian entre especies. El acrosoma de los felinos salvajes, como el del gato 
doméstico es compacte, densamente asentado sobre la cabeza del espermatozoide, lo que 
le hace dificil de diferenciar con ôptica de campo claro o contraste de fase (Schmehl y 
Graham 1989, Goodrowe 1992) sin tinciôn previa. El centriolo proximal se ubica en el cuello 
del espermatozoide y participa en la uniôn del material genético paterno y el materno 
(singamia) (Fig. 7).
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Fig. 7. Esquema de espermatozoide maduro en 
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El proceso que convierte a las células germinales diploides en espermatozoides 
haploides mediante la meiosis es la espermatogénesis que tiene lugar en los tùbulos 
seminiferos (Robaire 1999). Los tùbulos drenan a partir de la red testicular al epididimo, un 
conducto sinuoso donde los espermatozoides maduran, adquieren la capacidad de moverse 
y son conducidos hasta los conductos deferentes que terminan en el conducto eyaculatorio, 
cerca de la prostata (Amann y Hammersted 1993a, Tsutsui et al. 2004, Axnér 2006) (Fig. 8). 
En muchos mamiferos, a cada lado de la prostata se localizan las vesiculas séminales, pero 
éstas no estân présentes en felinos. Las secreciones de las glândulas accesorias se vaclan 
al conducto eyaculatorio formando, junto a los espermatozoides, el semen.
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Fig. 8. Code longitudinal de un testiculo maduro de mamifero (izquierda), y code transversal de un 
tùbuio seminifero y esquema de la espermatogénesis (derecha) (Pocock y Richards 2005).
Una vez eyaculados, los espermatozoides maduros y môviles aùn deben 
experimentar una serie cambios que les doten de la capacidad de interaccionar con el ôvulo. 
Estos cambios tienen lugar en el tracto reproductivo femenino y se conocen como 
capacitaciôn espermâtica (Wildt 1991, Yanagimachi 1994), que es un proceso dependiente 
del calcio y que involucra alteraciones de la membrana plasmâtica que sensibilizan al 
espermatozoide frente a las sehales del ôvulo (Fraser 1990, Yanagimachi 1994). La 
capacitaciôn estâ relacionada con otros dos eventos fundamentales que son, primero, la 
hiperactivaciôn de la motilidad, caracterizada por el aumento de la velocidad y amplitud de la 
trayectoria y la asimetria en las ondas del flagelo y segundo, la reacciôn acrosômica, que 
consiste en con mùltiples fusiones de la membrana plasmâtica con la membrana acrosômica 
externa, que provocan la liberaciôn de las enzimas contenidas en el acrosoma y preparan al 
espermatozoide para la fusiôn con el oocito.
Obtenciôn y criopreservaciôn de espermatozoides
La obtenciôn de espermatozoides maduros puede hacerse in vivo, mediante recogida 
post-côpula, manipulaciôn digital, vagina artificial, masaje de glândulas sexuales accesorias
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o electroeyaculaciôn, y recientemente se ha explorado con éxito la obtenciôn de semen 
mediante cateterizaciôn uretral (Zambelli et al. 2008). También puede realizarse post 
mortem, mediante lavado del conducto deferente o por recogida directa, punciôn o 
maceraciôn de la cola del epididimo en un medio de cultive o diluyente choprotector 
(Howard 1986, Zambelli y Cunto 2006). Estas técnicas resultan muy utiles porque permiten 
recuperar espermatozoides de animales castrados y también de machos que hayan muerto 
recientemente ya sea por caza o por accidente (caso de carnivores como el lince ibérico que 
mueren atropellados). El empleo de vagina artificial y la electroeyaculaciôn son los métodos 
més utilizados en felinos In vivo (Luvoni 2006, Zambelli y Cunto 2006) y no se han 
encontrado diferencias significativas entre las muestras extraldas por ambos métodos 
(Luvoni 2006). En cuanto a los espermatozoides eyaculados o epididimarios, no se han 
encontrado diferencias significativas en motilidad, integridad de membrana plasmâtica o 
acrosômica o morfologla entre ambos tipos (Tebet et al. 2006, Luvoni 2006). Se observa un 
ligero incremento en el porcentaje de espermatozoides con gota citoplasmâtica en aquéllos 
procedentes del epididimo frente a los eyaculados y esta gota puede provocar que se 
doblen la pieza media o terminal del flagelo, pero suele desaparecer durante la 
centrifugaciôn del semen como parte del proceso de criopreservaciôn (Tebet et al. 2006). 
Tanto en espermatozoides eyaculados como epididimarios se produce una merma en 
motilidad y proporciôn de acrosomas intactos debida al proceso de congelaciôn- 
descongelaciôn. Parece que los espermatozoides epididimarios presentan justo después de 
la extracciôn menor proporciôn de espermatozoides con el acrosoma intacto y que el dano 
de los acrosomas debido a la congelaciôn-descongelaciôn es mâs acentuado que en 
espermatozoides eyaculados, pero no se ha realizado una prueba de criotolerancia 
acrosômica diferencial que demuestre inequlvocamente esta diferencia (Luvoni 2006).
Los espermatozoides de las distintas especies de mamiferos muestran un grado 
variable de respuestas adversas (choque térmico) ante una reducciôn de la temperatura, 
que es una forma de estrés térmico (Wildt et al. 1995, Holt 2000b). Estas diferencias en 
criosensibilidad vienen dadas por la existencia de diferencias en la composiciôn de los 
llpidos y proteinas de la membrana plasmâtica de los espermatozoides, que se traducen en 
diferencias en la capacidad de sobrevivir al proceso de congelaciôn-descongelaciôn (Fuchs 
et al. 2008). Los espermatozoides de los ungulados parecen especialmente sensibles al 
choque térmico pero existen diferencias en el grado de sensibilidad entre especies y por ello 
la mayoria de los autores recomiendan la bajada lenta desde temperatura ambiente hasta 
los 4°C (Watson 1979, 1990). Aùn no estâ claro por qué las tasas de refrigeraciôn mâs 
râpidas resultan mâs dahinas para los espermatozoides de muchas especies, pero la 
mayoria de los estudios lo relacionan con cambios de fase en los llpidos de membrana que 
les hacen perder integridad (Watson 1981). El rango de temperatures mâs danino.
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invariablemente, es aquel en el que se producen profundos cambios de fase, entre 20 y 0°C. 
Los procesos fisicos, quimicos y biolôgicos del congelamiento celular ocurren entre -15 y 
-60°C (Mazur 1984). Las especies en las que el choque térmico es mâs agudo son aquéllas 
en las que se produce un cambio de fase mâs pronunciado, como en el cerdo (Drobnis et al. 
1993).
Se ha demostrado que hay diferencias entre individuos de una misma especie en 
cuanto a la respuesta de sus espermatozoides a la criopreservaciôn (Leibo y Bradley 1999, 
Holt 2000a). La influencia del factor individual sobre la congelabilidad espermâtica parece 
estar ampliamente extendido, aunque es mâs marcado en unas especies que en otras. En 
los mamiferos se ha descrito en gato doméstico (Tsutsui et al. 2003), perro (Yu et al. 2002, 
Eilts 2005), mono rhesus (Leibo et al. 2007), humano (Cohen et al. 1981, McLaughlin et al. 
1992, Henry et al. 1993), cérvidos (Soler et al. 2003, Esteso et al. 2006) y ganado vacuno 
(Parkinson y Whitfield 1987), y es también muy évidente entre caballos (Pickett y Amann 
1993) y cerdos (Thurston et al. 1999, Waterhouse et al. 2006).
Los procesos de congelaciôn-descongelaciôn, ademàs de provocar la muerte de 
muchos espermatozoides, pueden provocar alteraciones fisiolôgicas en aquéllos que 
sobreviven. De modo que, un aspecto fundamental para evaiuar el proceso de congelaciôn- 
descongelaciôn es el anâlisis de la proporciôn de células que se mantienen funcionales a la 
descongelaciôn. La funcionalidad de un espermatozoide abarca su capacidad de 
experimentar varies procesos (Howard 1993): capacitaciôn, reacciôn acrosômica, 
penetraciôn de la zona pelùcida del oocito, fusiôn con la membrana plasmâtica del oocito y 
otros procesos dentro del mismo hasta la aproximaciôn de los dos pronùcleos en el cigoto 
(singamia).
Factores externes que condiclonan la supervivencia de los espermatozoides a la 
congelaciôn
El cambio de temperatura
La velocidad o tasa de enfriamiento-calentamiento (°C/min) desde temperatura 
ambiente (20°C) a 0°C y a -79°C (hielo seco) ô -196°C (nitrôgeno liquide), y de nuevo hasta 
temperatura ambiente, es une de los factores mâs importantes que condiclonan la viabilidad 
celular (Mazur 1985). Las membranas celulares son las estructuras que experimentan mayor 
dano en los procesos de congelaciôn debido a la pérdida de fluidez de sus componentes 
lipidicos. La transiciôn de los llpidos de fluidos a sôlidos ocurre entre 10 y 16°C y hace que 
se alteren todas las funciones de la membrana y que ésta se vuelva muy frâgil (Grossmann 
y Santalô 1991, Parks 1997). Pero, si bien una adecuada velocidad de enfriamiento y 
descongelaciôn son necesarias para evitar la congelaciôn intracelular, no garantizan por si 
solas la supervivencia celular ya que entran en juego otros factores.
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La formaciôn de cristales de hielo y el efecto disoluciôn
Los efectos de la temperatura pueden separarse de los efectos de los cristales de 
hielo si se consideran las respuestas que tienen lugar en un rango de temperatura por 
encima del cual el agua se congela. Cuando una suspension celular se enfrîa y alcanza 
temperaturas entre -5 y -10°C se forman nùcleos de hielo que se distribuyen aleatoriamente 
por el espacio extracelular generando regiones en fase cristalina. El hielo en el espacio 
extracelular coexiste con el agua liquida intracelular gracias a la membrana plasmâtica que 
constituye la barrera que detiene el crecimiento de cristales dentro de la célula (Vila y Garcia 
1983). A medida que ocurre la cristalizaciôn en el medio extracelular los solutos van 
quedando cada vez mâs concentrados en la fracciôn liquida lo cual provoca que las células 
en suspension deban deshidratarse para mantener el equilibrio osmôtico con un medio cada 
vez mâs hiperosmôtico y en consecuencia se contraen (Mazur 1984).
Una congelaciôn lenta, y por tanto, una exposiciôn prolongada a condiciones 
hiperosmôticas llevan a las células a una deshidrataciôn extrema que puede llegar al 
colapso celular. Si por el contrario la velocidad con que desciende la temperatura es muy 
râpida las células pueden no ser capaces de deshidratarse suficientemente râpido y, al 
llegar a la temperatura de nucleaciôn de cristales, el agua rémanente se congela formando 
hielo intracelular con el consiguiente dano o disrupciôn citoplasmâtica. Existe por tanto un 
compromiso entre tasas de congelaciôn mâs lentas o mâs râpidas que obliga a examinar los 
efectos de la una y la otra para tratar de minimizar los danos generados por la congelaciôn.
La descongelaciôn supone el proceso contrario, de disoluciôn de los cristales 
extracelulares, con la consecuente entrada de agua dentro de las células, que puede causar 
la disrupciôn de la membrana celular. La tasa de descongelaciôn debe ser acorde con la de 
refrigeraciôn-congelaciôn empleada. Lo mâs frecuente es exponer las muestras congeladas 
al aire y sumergirlas en un baho de agua a 5, 25, 37 ô 70 °C, dependiendo del contenedor y 
de la velocidad de descongelaciôn deseada, y sôlo ocasionalmente se emplean mâquinas 
programables que permiten una descongelaciôn controlada.
La composiciôn del diluyente. El efecto de aditivos y crioprotectores
Los agentes crioprotectores son sustancias muy hidrosolubles y de baja citotoxicidad 
que disminuyen el punto eutéctico (mâxima concentraciôn de solutos que puede alcanzarse 
justo antes de que el agua y los solutos solidifiquen conjuntamente) lo que implica que se 
alcanzarâ una concentraciôn de solutos dada a una temperatura menor, de forma que la 
célula estarâ mâs deshidratada y el gradiente osmôtico al que estarâ sometida serâ menor. 
En presencia de crioprotector la permeabilidad de la membrana al agua es mucho menor 
(Gilmore et al. 1997). En funciôn de esta permeabilidad a través de la membrana celular los 
crioprotectores pueden clasificarse como:
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1. Pénétrantes: son sustancias de bajo peso molecular y por ello permeables a través de la 
membrana, que protegen a la célula de las lesiones producidas por las congelaciones a 
velocidad lenta. Si bien la célula es permeable a estos agentes su permeabilidad nunca es 
de la misma magnitud que el agua. Los mas utilizados son el glicerol, dimetilsulfôxido 
(DMSO), etilén-glicol (EG), 1,2-propanodiol (PROH), butanodiol, acetamida y metanol.
2. No pénétrantes: no son crioprotectores propiamente dichos sino que se trata de agentes 
osmôticos ya que, por ser sustancias de alto peso molecular, no penetran en la célula y 
resultan efectivas cuando la congelaciôn ocurre a velocidad alta ya que promueven la râpida 
deshidrataciôn celular. Suelen usarse asociados a agentes pénétrantes y junto a cloruro de 
sodio y otros iones con el objetivo de aportar suficiente carga iônica. Los mâs utilizados son 
azûcares como rafinosa, lactosa, fructosa, sacarosa, glucosa o dextrosa, pollmeros como la 
polivinil-pirrolidona (PVP) y otros compuestos como polietilen-glicol (PEG) o dextrano y 
compuestos como glicina, glutamina y prolina.
Junto a los crioprotectores suele anadirse como agentes protectores adicionales 
yema de huevo o leche porque se considéra que también protegen las células contra el 
choque térmico y tiene un efecto de transiciôn con la fase lipidica (Bergeron y Manjunath 
2006, Manjunath et al. 2007). El ahadido de estas sustancias de origen animal es discutido 
ademàs debido a su alta susceptibilidad a las infecciones bacterianas y en consecuencia al 
riesgo sanitario que conlleva su utilizaciôn. En algunas especies (bovines) se han probado 
diluyentes a base de lecitina de soja en lugar de aditivos de origen animal y se han obtenido 
resultados tan buenos como con diluyentes que contienen yema de huevo (Aires et al. 
2003).
Los agentes crioprotectores pueden anadirse y extraerse de una sola vez o por 
pasos. Se recomienda lo segundo, particularmente durante la eliminaciôn de los 
crioprotectores (Gao et al. 1993) para reducir el estrés osmôtico que soportarân las células, 
que puede causarles desde fuertes danos hasta la muerte debido a la contracciôn o 
hinchamiento excesivos (Mazur y Schneider 1986, Gao et al. 1995).
El criopreotector mâs ampliamente utilizado para criopreservaciôn de 
espermatozoides es el glicerol. El descubrimiento de su acciôn en los ahos 50 revolucionô el 
mundo de la criobiologla. Résulta tôxico para los espermatozoides de muchas especies, 
pero, a la vez es el mâs adecuado para espermatozoides (Watson 1990), es decir, que sus 
efectos tôxicos se compensan con su efecto beneficioso. Habitualmente se trabaja con 
concentraciones de entre 4 y 10 % (v/v) aunque hay especies como el cerdo especialmente 
sensibles a su toxicidad que precisan concentraciones del 2% o menores. El glicerol diluido 
en la fase acuosa del diluyente tiene acciôn coligativa que consiste en reducir la cantidad de 
hielo a cualquier temperatura por debajo del punto de congelaciôn, y que tiene como 
resultado una menor concentraciôn de sales a determinadas temperaturas por debajo del
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punto de congelaciôn. Sin embargo, es un crioprotector que pénétra la membrana de las 
células por lo que tiene una serie de efectos en las células vivas (Hammerstedt y Graham 
1992). En funciôn de la permeabilidad de las membranas puede ejercer efectos osmôticos 
transitorios que generen fluctuaciones de volumen celular incompatibles con la 
supervivencia (Gao et al. 1995). Se ha observado ademàs que la hiperosmolaridad 
producida por este compuesto posee un efecto estimulador de la reacciôn acrosômica 
(Aitken et al. 1983).
Factores internes que condiclonan ei estado funcionai de ios espermatozoides 
supervivientes
Dano oxidativo
Los espermatozoides de los mamiferos se caracterizan por su capacidad de generar 
sustancias o especies ôxido reactivas (ROS) como el aniôn superôxido (O2 ) y el perôxido de 
hidrôgeno (H2O2) esenciales en los acontecimientos que preceden a la fecundaciôn bajo el 
control de determinados antioxidantes (de Lamirande y Gagnon 1995). Normalmente la 
producciôn de ROS ocurre en las mitocondrias, durante el consume de oxigeno, cuando el 
agua se reduce secuencialmente. En situaciones normales, el semen présenta, en los 
espermatozoides y en el plasma seminal, sustancias con capacidad antioxidante (enzimas 
superôxido dismutasa o SOD) como las vitaminas G y D, la catalasa (CAT) o la glutatiôn 
peroxidasa (GPx) que participan en las transformaciones de las especies reactivas del 
oxigeno, catalizando la reducciôn del perôxido o lipoperôxido y previenen el dano oxidativo. 
El metabolismo normal del oxigeno produce ROS que pueden alterar la funciôn espermâtica. 
La criopreservaciôn induce la formaciôn de ROS adicionales, por la presencia de sustancias 
prooxidantes en los diluyentes (Bilodeau et al. 2002) que son perjudiciales para el posterior 
rendimiento de los espermatozoides. Como durante la criopreservaciôn de semen el 
descenso de la temperatura produce una disminuciôn de la actividad y de la concentraciôn 
de las enzimas antioxidantes (Âlvarez y Storey 1992) se produce el desequilibrio entre la 
generaciôn de ROS y los mecanismos de defensa antioxidantes que dan lugar a una 
situaciôn de estrés oxidativo (Zalata et al. 1995). Este estrés funcionai terminarâ a corto 
plazo con la muerte de los espermatozoides que lo experimentan y, ademàs, potenciarâ el 
fenômeno de peroxidaciôn lipidica, oxidaciôn de las proteinas y danos en el ADN en los 
espermatozoides que sobrevivan, lo cual da lugar al “envejecimiento premature”, que 
provocarâ la muerte espermâtica en corto perlodo de tiempo (Aitken y Fisher 1994, Saleh y 
AgarwaI 2002, Brouwers et al., 2005).
Se ha encontrado que la adiciôn de antioxidantes a los diluyentes durante el proceso 
de criopreservaciôn reduce el dano oxidativo (Watson y Anderson 1983, Sânchez-Partida et 
al. 1997, Aisen et al. 2000, Santiani 2003). Para el caso de los felinos, recientemente se ha
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encontrado un efecto beneficioso de la adiciôn de cisteina y vitamina E hidrosoluble sobre la 
proporciôn de espermatozoides môtiles y con motilidad progresiva y la integridad de la 
membrana espermâtica y el ADN en espermatozoides epididimarios de gato doméstico 
(Thuwanut et al. 2008).
La estabilidad de membrana
El funcionamiento adecuado de la membrana celular depende de su capacidad de 
permitir el transporte de determinados fluidos y ciertas moléculas a través de ella. Como 
consecuencia de los cambios de temperatura durante la congelaciôn-descongelaciôn, las 
membranas se ven expuestas a los factores fisicos mencionados anteriormente, que son la 
fuerza fisica del frente de hielo extracelular, que presiona sobre las células deformândolas y 
puede resultar létal a bajas temperaturas, y el estrés osmôtico (Mazur 1984). Un elemento 
critico del proceso de enfriamiento es el paso de agua a través de la membrana, cuya 
velocidad depende de la permeabilidad de dicha membrana, la proporciôn 
superficie/volumen de la célula, la temperatura y la diferencia de osmolaridad dentro y fuera 
de la célula (Luvoni 2006). Ademàs la membrana plasmâtica de los espermatozoides tiene 
un alto contenido en fosfollpidos unidos a âcidos grasos insaturados que la tornan 
vulnerable al ataque de ROS. La formaciôn de ROS adicionales debida a la criopreservaciôn 
puede provocar pérdida de fluidez en la membrana por la peroxidaciôn de los âcidos grasos 
no saturados que la componen, alterando profundamente el comportamiento espermâtico y 
conduciendo a problemas de migraciôn, capacitaciôn, uniôn y fusiôn de gametos asi como 
una acumulaciôn de calcio en el interior de la célula tipica de espermatozoides capacitados 
(Watson 2000).
Integridad de los receptores de membrana
La observaciôn mediante técnicas de criofractura de la membrana plasmâtica del 
espermatozoide pone en evidencia que el agrupamiento de proteinas de membrana durante 
la separaciôn de la fase lipidica inducida por la criopreservaciôn no es completamente 
reversible y pueden tener implicaciones en las interacciones espermatozoide-oocito 
(receptor-ligando) (Watson 2000).
Estructura nuclear
El nùcleo espermâtico présenta una organizaciôn muy particular de la cromatina, 
mâs condensada que en las células somâticas. El estrés oxidativo, actual mente considerado 
como la principal causa de dano del ADN espermâtico, altera los procesos bioquimicos que 
se llevan a cabo durante la espermatogénesis y puede provocar fallos en la reproducciôn y 
en el desarrollo embrionario posterior (Salamon y Maxwell 1995, Silva y Gadella 2006, Lin et
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al. 2008). Los espermatozoides con el ADN dahado suelen presenter problemas de 
motilidad y anormalidades morfolôgicas y, pese a que han mostrado caracteristicas de 
adherencia a la zona pelùcida normales (Silva y Gadella 2006), pueden dar lugar a tasas de 
fecundaciôn bajas y apoptosis de los embriones (Aitken y Krausz 2001, Singh et al. 2003, 
Aitken et al. 2004, Lewis y Aitken 2005, Fatehi et al. 2006, Lin et al. 2008). Ademàs puede 
haber consecuencias en la descendencia cuando la gestaciôn llega a término (Aitken et al. 
2004, Lewis y Aitken 2005).
Consideraciones adicionales sobre la criopreservaciôn espermâtica
Sistema de almacenamiento de una suspensiôn espermâtica congelada
Originalmente los espermatozoides se almacenaban en ampollas (~1ml) que fueron 
sustituidas por pildoras (30-150 pl) o pajuelas de plâstico (0,25-0,5 ml, o de hasta 5 ml). Las 
pajuelas son majores para una congelaciôn râpida debido a la alta relaciôn 
superficie/volumen que presentan y ademàs por que pueden ser identificadas clara y 
permanentemente sobre la superficie. Las pildoras se congelan en huecos sobre la 
superficie de un bloque de hielo seco (CO2 sôlido a -79°C) por lo que requieren de poco 
equipo, pero su manejo es mâs complicado debido a la dificultad de identificadas 
individualmente y a su mayor riesgo de contaminaciôn (al carecer de recipiente) pudiendo 
por ello actuar como vector en la propagaciôn de enfermedades. Este factor es importante 
porque influye en el perfil de descongelaciôn ya que el tamano y composiciôn del recipiente 
en el que se encuentran los espermatozoides determinan la conductividad térmica.
Utilizaciôn de nitrôgeno llquido y transmisiôn de enfermedades
Hay dos cuestiones que se han de tener en cuenta relativas al nitrôgeno liquido. En 
primer lugar, dado que las muestras se almacenan en diluyente de congelaciôn en estado 
liquido hay posibilidad de que el nitrôgeno liquido pénétré en la suspensiôn celular y que a la 
descongelaciôn se transforme râpidamente en gas pudiendo romper o incluso hacer ahicos 
el contenedor y destruyendo la muestra. Una segunda consideraciôn sobre el nitrôgeno 
liquido es que puede constituir una potencial via de transporte de agentes patôgenos. Esta 
cuestiôn no se ha tenido muy en cuenta para gametos animales pero estâ tomando cada 
vez mâs importancia en los bancos de recursos reproductivos humanos (Holt 2000b). Es 
fundamental que las biotecnologias reproductivas no constituyan un vector de transmisiôn 
de enfermedades. Para ello es esencial saber que el semen que se almacena y utilize 
mediante ARTs estâ libre de patôgenos especificos, dentro de unos mârgenes aceptables, 
ya que conseguir semen estéril es imposible (Thibier y Guerin 2000). En el caso de los 
felinos se sabe que en el semen de gato doméstico y de guepardo hay muchas bacterias 
(una de las mâs comunes es Escherichia coli; Howard et al. 1993), que forman parte de la
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microflora normal y que no interfieren en la reproducciôn natural pero que pueden, sin 
embargo, comprometer la reproducciôn asistida (Howard 1999). De los virus encontrados 
comùnmente en gatos, taies como el virus de la inmunodeficiencia felina (FIV), herpes virus 
(FHV), leucemia felina (FeLV), corona virus (FCV) y virus de la panleucopenia (FPV), sôlo el 
virus de la inmunodeficiencia se ha investigado minuciosamente como potencial 
contaminante del semen (Swanson et al. 2007). En gatos domésticos el virus de la 
inmunodeficiencia felina (FIV) estâ présente en el semen y se puede transmitir 
horizontalmente mediante inseminaciôn artificial intrauterina con semen fresco (Jordan et al. 
1996, Howard 1999). En algunas especies no domésticas como el gato de Pallas no se ha 
detectado ADN del herpesvirus felino ni en el plasma seminal ni en los espermatozoides 
criopreservados del semen de gatos infectados, aunque las biopsias conjuntivales mostraron 
eliminaciôn récurrente del virus (Swanson et al. 2006). Dada la limitada informaciôn de la 
que se dispone la estrategia mâs segura de almacenamiento de semen es la recogida de 
semen en machos libres de patôgenos (bacterias, virus o parâsitos) especificos y en caso 
de dudas es importante que se recoja sangre de los machos de los casos dudosos y que las 
muestras de semen potencialmente infectadas se haga en pajuelas selladas y protegidas 
con una funda exterior sellada (Holt 2000b). Se pueden implementar ademàs medidas de 
bioseguridad en el procesado del semen como la centrifugaciôn y resuspensiôn de los 
espermatozoides en medios con antibiôticos, de comprobada eficacia, por ejemplo, para 
reducir la apariciôn de infecciones en las hembras inseminadas (Howard 1999).
Vaicraciôn de los espermatozoides a la descongelaciôn
Tradicionalmente la evaluaciôn de la calidad de una muestra de semen, fresca o 
criopreservada, se ha basado en la descripciôn de parâmetros espermâticos, poniendo 
énfasis en el numéro total de espermatozoides, su motilidad y su morfologla. El principio que 
subyace a esta aproximaciôn es que la fertilidad de un macho puede estimarse tomando 
como referenda un umbral de concentraciôn de espermatozoides môtiles y 
morfolôgicamente normales que debe superarse para alcanzar la fecundaciôn. Pero esta 
aproximaciôn tiene limitaciones pues muchos estudios han demostrado que en realidad no 
es tanto el numéro total de espermatozoides lo que détermina la fertilidad como su 
competencia funcionai (Aitken 2006). Aunque se ha demostrado que la probabilidad de 
fecundar estâ relacionada con factores como el numéro total de espermatozoides y su 
morfologla (Aitken 2006), se ha de tener en cuenta que existen limitaciones en esta 
aproximaciôn descriptiva para detectar deficiencias funcionales causantes de infertilidad. A 
la vista de esta conclusiôn se han desarrollado varios test basados en técnicas in vitro que 
permiten evaiuar aspectos de la funciôn espermâtica, desde su capacidad de movimiento
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hasta la fusiôn entre espermatozoide y ôvulo para evaiuar la capacidad fecundante de los 
espermatozoides.
Las cualidades espermàticas necesarias para que tenga lugar la fecundaciôn van a 
depender de cômo entren en contacte espermatozoide y ôvulo (de forma natural o asistida y 
dependiente del sistema de apareamiento o la biotecnologla de que se trate, 
respectivamente) y de cômo esté almacenado el semen. Los requeriemientos para la 
fecundaciôn variarân con espermatozoides epididimarios o eyaculados, frescos o 
congelados y con deposiciôn intracervical o intrauterina (Amann y Hammersted 1993b).
La evaluaciôn de la capacidad de atravesar el moco cervical del tracto reproductivo 
femenino puede evaluarse in vitro empleando sustitutivos de este mucus que incluyen 
pollmeros de hialuronato como el hialuronato de sodio (NaHA, sal de sodio del âcido 
hialurônico): éste es un pollmero hidrofilico altamente lubricante, que proporciona un efecto 
protector contra la sequedad (Aitken et al. 1992). Esta capacidad, relacionada 
estrechamente con la capacidad de fusionarse con el ôvulo, depende del movimiento de los 
espermatozoides. Hay componentes concretos del movimiento que correlacionan con las 
tasas de penetraciôn del moco cervical que son la velocidad promedio y la rectitud de la 
trayectoria y la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza de los espermatozoides y 
que pueden estudiarse mediante la evaluaciôn de la motilidad a través de sistemas asistidos 
por ordenador (Computer Assisted Sperm Analysis, CASA; Stachecki et al. 1993, Filliers et 
al. 2008, Siemieniuch y Woclawek-Potocka 2008).
Una vez que los espermatozoides han superado la barrera cervical y penetrado en el 
espacio intrauterino, pueden iniciar la capacitaciôn espermâtica que se compléta en el istmo 
del oviducto. Tras la capacitaciôn los espermatozoides estân en disposiciôn de reconocer al 
oocito e interactuar con las cubiertas (cumulus oophurus y zona pelùcida) e iniciar la 
reacciôn acrosômica, que tiene lugar en el âmpula del oviducto. El CASA también permite 
identificar el patrôn de movimiento caracteristico de la motilidad hiperactivada, que tiene 
lugar como parte del proceso de capacitaciôn, lo cual résulta muy ùtil para muestras 
congeladas-descongeladas porque la congelaciôn no sôlo reduce la proporciôn de células 
con motilidad y motilidad progresiva sino que modifica la motilidad espermâtica, 
ampliândose el movimiento lateral de los espermatozoides descongelados. Pero esta 
evaluaciôn tampoco sirve por si sola para valorar el potencial fecundante de una muestra de 
semen, ya sea fresco o congelado-descongelado.
La interacciôn del espermatozoide y las cubiertas de ôvulo desencadena la reacciôn 
acrosômica. El método de evaluaciôn del estado del acrosoma varia entre especies 
dependiendo de las caracteristicas del acrosoma y va desde la observaciôn bajo 
microscopia de contraste de fase, al empleo de colorantes (Pope et al. 1991b, Larson y 
Miller 1999), o lectinas fluorescentes (Harrison y Vickers 1990, Holt 2000b, Luvoni et al.
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2003, Silva y Gadella 2006). Para diferenciar las reacciones acrosômicas fisiolôgicas de 
aquéllas pérdidas del acrosoma debidas a otros factores pueden evaluarse conjuntamente 
integridad acrosômica y viabilidad de los espermatozoides, mediante colorantes, 
fluorocromos (Johnson et al. 1996, Harrison y Vickers 1990, Pukazhenthi et al. 1999, 2001), 
o un test que évalua la capacidad del espermatozoide de hincharse en un ambiente 
hiposmôtico o HOS test (Jeyendram et al. 1992).
Un test clâsico, empleado por primera vez en 1972 con espermatozoides de cobaya 
(Yanagimachi 1972), que permite obtener informaciôn sobre diferentes aspectos funcionales 
de los espermatozoides y que ha sido muy empleado para verificar la capacitaciôn 
espermâtica, es el test de penetraciôn de oocitos de hamster libres de zona pelùcida. Este 
ensayo proporciona un Indice cuantitativo de los espermatozoides que se capacitan, llevan a 
cabo la reacciôn acrosômica (espontânea), la fusiôn con la membrana perivitelina del oocito 
y la descondensaciôn nuclear en el vitelo. Ha sido muy usado para evaiuar espermatozoides 
humanos, de especies domésticas y de laboratorio y también se ha probado en felinos 
salvajes (Byers et al. 1989, Howard 1992, 1993). Sus principales limitaciones son, por una 
parte, que la reacciôn acrosômica se produce de forma espontânea y no inducida por el 
oocito y, por otra, que no permite evaiuar la capacidad de los espermatozoides de 
interaccionar y atravesar la zona pelùcida (Howard 1992).
Tras la reacciôn acrosômica los espermatozoides penetran la zona pelùcida, lo cual 
constituye un evento critico de la fecundaciôn ya que el fallo en la uniôn o en la penetraciôn 
de la zona pelùcida es causa habituai de infertilidad. Para superar las limitaciones de los test 
con oocitos libres de zona pelùcida se han desarrollado ensayos que evalùan la uniôn (Zona 
pelùcida Binding Assay (ZBA)) y la penetraciôn de los espermatozoides a la misma (Zona 
pelùcida Penetration Assay (ZPA)) (Larsson y Rodriguez - Martinez 2000). En estas pruebas 
se contabilizan los oocitos con espermatozoides unidos y/o penetrando la zona pelùcida y 
también, como los ensayos con oocitos libre de zona pelùcida, se han utilizado en felinos 
(Howard y Wildt 1990, Howard et al. 1991, Andrews et al. 1992, Donoghue et al. 1992a, b). 
El resultados de un ensayo de uniôn de zona pelùcida se puede presenter como el nùmero 
total de espermatozoides unidos a la misma (Zhang et al. 1998) o como un Indice de uniôn, 
calculado comparando la capacidad de uniôn de la muestra estudiada (nùmero de 
espermatozoides unidos/oocito) en relaciôn a la muestra de un animal control (Zhang et al.
1998).
Para evaiuar los eventos que tienen lugar tras la penetraciôn de la zona pelùcida se 
realizan ensayos de fecundaciôn in vitro en los que se contabilizan los oocitos que 
presentan pronùcleos.
Tanto en los ensayos de uniôn y penetraciôn de zona pelùcida como en los de 
fecundaciôn pueden utilizarse oocitos intactos (con zona pelùcida) de la misma especie
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(homôloga) o de otra diferente (heterôloga) a aquella de los espermatozoides evaluados. 
Los oocitos pueden ser obtenidos de los ovarios tras la esterilizaciôn de la hembra 
(ovariohisterectomîa) o por aspiraciôn laparoscôpica in vivo. Para las pruebas de union y 
penetraciôn podrân emplearse oocitos maduros o inmaduros, frescos o almacenados en 
soluciôn hiperosmôtica. Para las pruebas de capacidad fecundante los oocitos 
necesariamente tendrân que haber madurado, ya sea in vivo o in vitro y ademàs estar 
frescos, no en soluciôn salina.
Los ensayos de IVF heterôloga son especialmente utiles en especies amenazadas 
en las que la disponibilidad de oocitos homôlogos es muy limitada (Wildt 1990). Esta prueba 
constituye un componente critico en los trabajos de congelaciôn de semen ya que permite la 
evaluaciôn de los aspectos secuenciales de la funciôn espermâtica necesarios para la 
fecundaciôn, desde la capacitaciôn hasta la singamia o fecundaciôn propiamente dicha 
(Roth et al. 1999). Una utilidad adicional es que permite valorar el grado en el que se han 
conservado los mecanismos especificos en especies relacionadas, especialmente en los 
eventos que aseguran la afinidad entre gametos y la consecuente fecundaciôn (Wildt 1990). 
La validez de la prueba de fecundaciôn de oocitos de gata doméstica intactos frescos con 
espermatozoides de felinos no domésticos se ha demostrado en varias especies (Pope et al. 
2006, Thiangtum et al. 2006, Stoops et al. 2007, Baudi et al. 2008).
En general cuantos mâs parâmetros espermâticos puedan evaluarse mâs précisa 
serâ la valoraciôn que pueda hacerse acerca de la capacidad fecundante de una 
determinada muestra de semen y estos resultados son, estrictamente, aplicables sôlo a esa 
muestra, ya que debido a la gran variabilidad entre eyaculados y a la tendencia de la 
fertilidad de los machos a variar en el tiempo parece improbable poder hacer una predicciôn 
précisa de su fertilidad tomando como referenda los resultados de test realizado 
puntualmente. Para poder hacerlo séria necesario un estudio longitudinal en el que se 
evaluara la fertilidad In vivo e in vitro periôdicamente (Larsson y Rodriguez-Martinez 2000). 
Por otra parte, resultados negativos en estos ensayos pueden ayudar a identificar fallos en 
el potencial reproductor de un macho (o una muestra espermâtica) y decidir un plan de 
acciôn adecuado.
Criobiologla espermâtica y otras técnicas de reproducciôn asistida a partir de 
espermatozoides criopreservados en felinos
En la década de los 70 tuvieron lugar la primera inseminaciôn artificial y fecundaciôn 
in vitro exitosas con espermatozoides frescos de gato doméstico (Sojka et al. 1970, Hamner 
et al. 1970, respectivamente). En 1976-1978 se consiguiô descendencia viva mediante 
inseminaciôn artificial con espermatozoides eyaculados criopreservados de gato doméstico 
(Platz et al. 1976, 1978) pero llevô varios ahos conseguirlo mediante fecundaciôn in vitro y
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aùn se sigue investigando para mejorar los resultados y lograr mayores tasas de 
fecundaciôn (Pope et al. 2006a, b). Con especies de felinos no domésticos, fue en los ahos 
80 cuando se obtuvo por primera vez descendencia tras una inseminaciôn artificial con 
semen fresco de puma {Puma concolor, Bonney et al. 1981), leopardo {Panthera pardus] 
Dresser et al. 1982) y tigre {Panthera tigris] Donoghue et al. 1990), y en los ahos 90 con 
semen congelado de tigre (Donoghue et al. 1992a) y ocelote {Leopardus pardalis] Swanson 
1996b). En los ahos 90 tuvieron lugar también los primeros nacimientos mediante 
transferencia de embriones obtenidos por fecundaciôn in vitro, con semen fresco de gato de 
Bengala {Felis bengalensis] Goodrowe et al. 1989b), de tigre siberiano {Panthera tigris 
altaica-, Donoghue et al. 1990), de gato de la jungla {Felis chaus'. Pope et al. 1993), de gato 
patinegro {Felis nigripes'. Pope et al. 1993) y de gato pescador {Prionailurus viverrinus] Pope 
et al. 1993) y con semen refrigerado de gato montés {Felis silvestris ornata\ Pope et al. 
1989). Recientemente se ha obtenido descendencia a partir de embriones obtenidos in vitro 
con espermatozoides epididimarios congelados de leôn {Panthera /eo; Bartels et al. 2000) y 
semen congelado de gato pescador {Prionailurus viverrinus'. Pope et al. 2006a) y caracal 
{Caracal caracal] Pope et al. 2006a).
En los ùltimos ahos se ha avanzado en técnicas de reproducciôn asistida 
innovadoras como la ICSI, que permite superar limitaciones séminales severas frente a la 
fecundaciôn y que se ha realizado con espermatozoides epididimarios criopreservados de 
gato doméstico (Bogliolo et al. 2001) y espermatozoides testiculares frescos de gato 
doméstico (Comizzoli et al. 2006).
En el caso de los felinos existen dificultades ahadidas a la criopreservaciôn de 
espermatozoides. La primera es la baja concentraciôn espermâtica (Howard et al. 1993, 
Swanson 2006) y el pequeho volumen de semen que producen, en general, en cada 
eyaculado (Tabla 1). Cuando se parte de un nùmero de espermatozoides reducido la 
pérdida de espermatozoides môtiles y funcionales provocada por la criopreservaciôn puede 
resultar crltica para plantear la aplicaciôn de ARTs.
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Tabla 1. Concentraciôn, volumen y nùmero total de espermatozoides en el eyaculado de felinos. 
Datos de volumen eyaculado y concentraciôn espermâtica tornados de (a) Howard 1993 y (b) 
Pukazhenthi et al. 2001. Se ha calculado el nùmero total de espermatozoides.
Nombre comùn Nombre cientifico Volumen(ml)
Concentraciôn
(xlO®
espermat/ml)
N® total 
espermat. 
x10®/eyaculado
Leôn Panthera leo 11,0 40,1 441,1
Tigre Panthera tigres 6,5 38,8 250,7
Leopardo Panthera pardus 2,7 38,5 103,9
Gato de la jungla Felis chaus 0,4 203,3 81,3
Gato de Geoffroy Leopardus geoffroyi 0,2 300,0 60,0
Puma Puma concolor 2.8 20,2 56,6
Gato pescador Prionailuris viverrinus 0,2 271,7 54,3
Gato doméstico Felis catus 0.2 198,0 45,5
Guepardo Acinonyx jubatus 1,5 29,3 43,9
Pantera de las nieves Panthera uncia 1,4 31,1 43,5
Caracal Caracal caracal 0,7 58,2 40,7
Pantera nebulosa Neofelis nebulosa 0,9 37,6 35,7
Jaguar Panthera onca 2,7 12,0 32,4
Gato jaspeado Pardofelis marmorata 0,2 105,5 21,1
Serval Leptailurus serval 0,5 37,1 18,5
Gato dorado Caracal aurata 0,2 87,0 17,4
Gato de Bengala Prionailuris bengalensis 0,3 55,6 16,1
Margay Leopardus wiedii 0,2 79,9 15,9
Pantera de Florida Puma concolor coryi 1,6 9,3 14,9
Lince euroasiâtico Lynx lynx 0,2 71,0 14.2
Gato cabeciancho Prionailurus planiceps 0,2 64,3 12,9
Gato de las arenas Felis margarita 0,1 104,3 10,4
Gato de Pallas Otocolobus manul 0,1 100,5 10,1
Ocelote Leopardus pardalis 0,3 28,0 8,4
Gato montés 
europeo Felis silvestris silvestris 0,3 19,0 5,7
Gato de pajonal Leopardus colocolo 0,3 10,8 3,2
Yaguarundi Puma yagouaroundi 0,1 12,5 1,3
Lince rojo Lynx rufus 0,2 3,9 0,8
La segunda limitaciôn viene dada por la teratospermia, definida como la producciôn 
de un 60% o mâs de espermatozoides morfolôgicamente anormales en cada eyaculado 
(Pukazhenthi et al. 2001, 2006c) y que se présenta con elevada incidencia en la familia 
Felidae (Howard et al. 1990) (Fig. 9). Existen especies (o subespecies) predominantemente 
teratospérmicas como el puma, el margay, la tigrina o el yaguarundi (Swanson et al. 2003) 
aunque otras son predominantemente normospérmicas, como el gato doméstico (Howard et 
al. 1990), el tigre (Donoghue 1992b), el jaguar (Swanson et al. 1996c) o el gato de Bengala 
(Howard y Wildt 1990), pero también una proporciôn de los machos presentan una 
proporciôn elevada de espermatozoides morfoanômalos. El fenômeno es independiente del 
método de recogida de espermatozoides empleado (electroeyaculaciôn o vagina artificial;
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Pukazhenthi et al. 2001) pero la reducciôn de la diversidad genética si contribuye a la 
ocurrencia de teratospermia (Pukazhenthi et a /2001, 2006c) como se ha visto en la pantera 
de Florida (Miller et al. 1990, Barone et al. 1994), el guepardo (Wildt et al. 1983, 1987a; 
Donoghue et al. 1992a, Roth et al. 1995), el leôn asiâtico (Wildt 1994), el leopardo (Brown et 
al. 1989), la pantera de las nieves (Johnston et al. 1994, Roth et al. 1994) y la pantera 
nebulosa (Wildt 1986a, Pukazhenthi et al. 2007). Este fenômeno se ha observado en la 
naturaleza en poblaciones aisladas (leones: Wildt 1994) o que han sufrido cuellos de botella 
poblacionales en su historia evolutiva reciente (guepardo: Wildt et al. 1983, Crosier et al. 
2006) y en cautividad, debido al limitado nùmero de individuos fundadores de las que se 
parte en los centros zoolôgicos y de cria (Pukazhenthi et al. 2001). También hay evidencia 
que indica que una baja calidad seminal, incluida baja concentraciôn y pocos 
espermatozoides morfolôgicamente normales, puede ser provocada por la edad (machos 
maduros, subadultos o geriatricos podrian producir peor calidad que animales en plenitud 
reproductive), estacionalidad, desôrdenes endocrinolôgicos, una dieta inadecuada (UIrey y 
Bernard 1989) o estrés (Dobson et al. 2000, 2001). No hay ninguna duda sobre que las 
poblaciones de felinos con porcentajes altos de espermatozoides pleiomôrficos sufren baja 
fertilidad (Wildt 1994). Es importante saber ademàs qué tipo de malformaciones se 
presentan. Resultan especialmente sérias aquéllas que afectan a los acrosomas, como 
ocurre en el caso de la pantera de Florida, hasta el punto de considerar que sea la 
proporciôn de acrosomas deformados, mâs que la proporciôn de espermatozoides 
morfoanômalos totales, la causa de la baja fertilidad de la especie (Pukazhenthi et al. 2001).
Existen varios sistemas de clasificaciôn de anormalidades morfolôgicas espermàticas 
(Luvoni et al. 2003). Una de las mâs usadas diferencia las anomallas como:
(a) Primarias o testiculares: ocurren durante la espermatogénesis, como la macrocefalia, 
microcefalia, bicefalia, tricefalia, cabeza piriforme, déformé o globosa, aplasia parcial o 
compléta de las mitocondrias de la pieza intermedia y cola en ovillo. Estân relacionadas con 
los cambios cualitativos y cuantitativos del material nuclear y de los ôrganos de origen 
citoplasmâtico.
(b) Secundarias: se originan después, durante la maduraciôn y el transporte a lo largo del 
epididimo, como la pieza media o la cola dobladas con o sin presencia de gota 
citoplasmâtica, la presencia de gota proximal, media o distal y las cabezas desprendidas 
(Howard et al. 1990). Son causadas frecuentemente por procesos inflamatorios del testiculo 
y de las glândulas sexuales accesorias y por la acciôn de algunos factores fisicos, como el 
aumento o disminuciôn de la temperatura en el testiculo y por manipulaciôn inadecuada del 
semen durante su procesado.
Normalmente se considéra que las morfoanomalias primarias conllevan mâs 
perjuicios que las secundarias (Wildt et al. 1983, Howard et al. 1986). Las formas anômalas
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prédominantes son pieza media o cola dobladas con presencia o no de gota citoplasmâtica y 
colas en ovillo (Pukazhenthi et al. 2001). La intensa actividad sexual produce un aumento de 
las formas anormales secundarias y, por el contrario, en animales con abstinencia sexual se 
encuentran espermatozoides con anomallas primarias.
Otro método para evaiuar las morfoanomalias distingue las anormalidades de 
cabeza, pieza principal y pieza terminal, como las mencionadas anteriormente y, por 
separado, las colas en ovillo y la presencia de gota citoplasmâtica, considerado como 
sintoma de inmadurez de los espermatozoides en lugar de cômo anomalie morfolôgica 
(Cassinello et al. 1998).
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Fig. 9. Proporciôn media de espermatozoides normales en el eyaculado de 23 especies (o 
subespecies) de la familia Felidae (Pukazhenthi et al. 2006c).
A medida que aumenta la tasa de teratospermia disminuye el rendimiento 
reproductivo en muchas especies (humanos, moruecos, caballos, cerdos y ratones; Howard 
et al. 1991). El incremento del numéro de espermatozoides pleiomôrficos o defectuosos 
tiene un papel fundamental en la infertilidad de una serie de especies, entre ellas muchos 
felinos, en las que la teratospermia es una caracteristica reproductiva comùn (Wildt 1991). 
Los espermatozoides anormales no participan en la fecundaciôn e incluso los 
espermatozoides aparentemente normales de felinos domésticos o salvajes 
teratospérmicos, sufren d efectos estructurales y tienen comprometida su funcionalidad 
(Howard 1993, Pukazhenthi et al. 2001, 2006c), su capacidad para llevar a cabo 
capacitaciôn y reacciôn acrosômica y para penetrar la zona pelùcida (Pukazhenthi et al. 
2001). Incluso algunos estudios revelan que las anormalidades en la integridad de la 
cromatina de los espermatozoides de individuos teratospérmicos provocan que estos fallen y 
no consigan fecundar o impidan que se desarrolle el embriôn después de realizar ICSI
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(Pukazhenthi et al. 2006c). Ademàs la proporciôn de células con anormalidades 
morfolôgicas, especialmente las referidas a la forma e integridad del acrosoma, es un factor 
fundamental en la supervivencia y funcionalidad de los espermatozoides durante y después 
de la criopreservaciôn (Pukazhenthi et al. 2007), es decir que la teratospermia estâ 
relacionada con la fertilidad y con la criosensibilidad.
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Objetivos
}
4
I objetivo general de esta tesis ha sido la caracterizacion reproductiva del macho 
de lince ibérico y la obtenciôn de un protocole de criopreservaciôn eficaz para los 
espermatozoides epididimarios y eyaculados de dicha especie, de forma que puedan ser 
empleados en el future mediante técnicas de reproducciôn asistida favoreciendo un manejo 
genético adecuado y el aumento de la variabilidad genética de las poblaciones libres y 
cautivas de esta especie de felino criticamente amenazada.
Los objetivos especificos fueron: 
o Emplear el gato doméstico como modelo para evaiuar el efecto de algunos factores 
del proceso de criopreservaciôn espermâtica sobre la motilidad, integridad acrosômica, 
longevidad y capacidad fecundante de espermatozoides epididimarios de felinos. Estudiar la 
eficacia de 2 métodos de estimulaciôn de la motilidad (swim up y anadido de pentoxifilina) 
sobre la tasa de fecundaciôn in vitro.
o Analizar el efecto del tiempo de almacenamiento post mortem de los epididimos de 
gato doméstico sobre la motilidad e integridad acrosômica de los espermatozoides y sobre la 
supervivencia de los espermatozoides a la criopreservaciôn. Evaiuar el efecto del tiempo de 
equilibrado de ios espermatozoides con el crioprotector (glicerol) sobre la motilidad e 
integridad acrosômica espermâtica a la descongelaciôn. Por ultimo se ha examinado 
también el efecto de los dos factores mencionados (tiempo de almacenamiento de 
epididimos y de equilibrado de espermatozoides) sobre la longevidad (SMI) de los 
espermatozoides a la descongelaciôn.
o Analizar los parâmetros espermâticos del lince rojo (bobcat), analizar la capacidad de 
estos espermatozoides para sobrevivir in vitro, evaiuar diferencias en la motilidad, la 
integridad acrosômica y la capacidad fecundante de espermatozoides eyaculados 
criopreservados de esta especie en dos diluyentes de congelaciôn.
o Caracterizar los rasgos reproductivos del macho de lince ibérico, estudiar diferencias 
reproductivas entre machos debidas a la edad, la forma de vida (en libertad o cautividad) o 
la estacionalidad, estudiar las relaciones entre diferentes parâmetros séminales, caracterizar 
los espermatozoides epididimarios de la especie y evaiuar las relaciones entre las 
caracteristicas reproductivas de los machos y los resultados reproductivos en cautividad.
o Analizar la capacidad de los espermatozoides de lince ibérico de sobrevivir in vitro en 
varias condiciones y valorar la idoneidad de dos diluyentes de congelaciôn de 
espermatozoides evaluando sus efectos sobre la motilidad, la integridad acrosômica y la 
capacidad fecundante de los espermatozoides criopreservados.
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Capitulo 1
Factores que afectan al éxito de la 
congelaclôn de espermatozoides 
epididimarios de gato doméstico 
(Felis catus)
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Resumen
L . a  criopreservacion de espermatozoides es una potente herramienta en la 
conservaciôn de especies amenazadas. Las diferencias en crlosenslbliidad espermatica 
entre especies y el reducido numéro de individuos de las especies en peligro ha generado la 
necesidad de utilizer especies modelo en la puesta a punto de los protocoles de 
criopreservacion de espermatozoides para cada especie. El gato doméstico es el principal 
modelo experimental utilizado en la investigacion de la biologie de felinos salvajes 
amenazados. For tanto, se ha analizado en el gato doméstico el efecto sobre la motilidad y 
la integridad acrosomica de varies factores implicados en el proceso de criopreservacion de 
espermatozoides epididimarios: diluyentes de congelacion, tasas de refrigeracion, método 
de anadido del glicerol, sistema de envasado, memento y temperature de carga de pajuelas 
y sistema de congelacion de pajuelas sobre vapores de nitrôgeno. Los resultados indican 
que no se producen diferencias significatives, ni en motilidad ni en integridad acrosomica a 
la descongelaciôn, debidas al use de TEST o Biladyl, a una tasa de refrigeraciôn de -0,5 ô - 
0,125°C/min, al ahadido de glicerol en 1 ô 3 etapas o a la carga de las pajuelas antes o 
después de la refrigeraciôn. For otra parte, résulta significativamente mejor para la motilidad 
a la descongelaciôn el empleo de pajuelas que el de pildoras y la congelaclôn en 2 niveles 
sobre vapores de nitrôgeno en lugar de en 1 nivel. El empleo de Biladyl como diluyente de 
congelaclôn produce una reducciôn significativa en la tasa de fecundaciôn in vitro con 
respecte al empleo de espermatozoides frescos. El “swim-up” produce una mejora 
significativa de la motilidad a la descongelaciôn, pero no da lugar a un incremento 
significativo de la tasa de fecundaciôn in vitro de oocitos de gata doméstica madurados in 
vitro. El TEST, sin embargo, es un buen diluyente de congelaclôn para espermatozoides 
epididimarios de gato doméstico pues no genera diferencias significativas entre la tasa de 
fecundaciôn in vitro en los espermatozoides criopreservados con respecto a 
espermatozoides frescos.
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Introducciôn
La importancia de la criopreservacion de espermatozoides como herramienta para la 
conservaciôn de especies amenazas ha sido ampliamente justificada en las ultimas décadas 
(Wildt et al. 1997, Roldan y Garde 2004, Pukazhenthi et al. 2007, Swanson et al. 2007). 
Desde que en los anos 70 se registrara la primera inseminaciôn artificial exitosa con semen 
criopreservado de gato doméstico (Platz et al. 1976, 1978) han sido muchos los trabajos de 
investigaciôn realizados con el fin de adecuar las técnicas de reproducciôn asistida 
empleando espermatozoides criopreservados a especies silvestres como el guepardo 
{Acinonyx jubatus', Swanson et al. 1996c, Crosier et al. 2006), el leôn {Panthera /eo; Bartels 
et al. 2000), el tigre {Panthera tigris] Byers et al. 1989, Donoghue et al. 1992b, Nelson et al.
1999), el jaguar {Panthera onca\ Swanson et a i 1996c, Nelson et al. 1999), el ocelote 
{Leopardus pardalis] Swanson et al. 1996b, Stoops et al. 2007, Baudi et al. 2008), el caracal 
{Caracal caracal; Pope et al. 2006a), el gato de Pallas {Otocolobus manui, Swanson et al. 
2006), el gato pescador {Prionailurus viverrinus] Pope et al. 2006a, Thiangthum et al. 2006) 
0 la pantera nebulosa {Neofelis nebulosa-, Pukazhenthi et al. 2006b). La puesta a punto de 
estos protocoles précisa de la realizaciôn de expérimentes que permitan conocer cômo 
afectan los distintos factores implicados en la congelaciôn-descongelaciôn a los 
espermatozoides de una especie determinada. En especies amenazadas la realizaciôn de 
estas pruebas es muy dificil y por elle en estos cases se seleccionan modèles 
expérimentales. Estas especies modelo son especies prôximas filogenéticamente a aquéllas 
en peligro, habitualmente domésticas, que permiten trabajar con un numéro suficiente de 
muestras y realizar las pruebas necesarias para poner a punto las técnicas y después 
ajustarlas a la especie salvaje de interés (Wildt et al. 1986b, Swanson 2003, Pukazhenthi et 
al. 2006a). Para el estudio de la biologia, en particular de la criobiologia espermatica, de 
felinos salvajes el principal modelo empleado es el gato doméstico {Felis catus) (Wildt et al. 
1986b, Farstad 2000, Pope 2000, Luvoni et al. 2003b, Villaverde et al. 2008).
Se han realizado muchos trabajos que tratan de analizar el efecto de los factores que 
intervienen en el proceso de criopreservaciôn de espermatozoides de gato doméstico sobre 
distintos parâmetros espermâticos. Se ha estudiado cômo afectan estos factores a la calidad 
y funcionalidad de los espermatozoides después de la refrigeraciôn y la congelaciôn- 
descongelaciôn en busca del mejor protocolo de conservaciôn de espermatozoides, aquel 
que permita obtener, como meta del procedimiento, las mayores tasas de fecundaciôn 
posibles, ya sea mediante fecundaciôn in vitro (Johnston et al. 1991, Goodrowe y Hay 1993, 
Lengwinat y Blottner 1994, Kashiwazaki et al. 2005, Zambelli et al. 2006, 2008) o inyecciôn 
intracitoplasmatica de espermatozoides (Bogliolo et al. 2001) o in vivo, mediante 
inseminaciôn artificial (Tsutsui et al. 2000, 2002, Chatdarong et al. 2007, Villaverde et al. 
2008), asumiendo de partida que los resultados obtenidos usando espermatozoides
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criopreservados serân peores que empleando espermatozoides frescos. Son numerosos 
también los trabajos de revision existentes en este contexte (Howard et al. 1986, Howard 
1992, 1999, Goodrowe 1992, Farstad 2000, Hewitt et al. 2001, Luvoni et al. 2003a, b, Luvoni 
2006, Tsutsui 2006, Pope 2006b, Howard y Wildt 2009).
Un factor fundamental en el proceso de criopreservaciôn es la velocidad de 
congelaclôn y descongelaciôn. Los espermatozoides de las distintas especies de mamiferos 
muestran diferente criosensibilidad ante el choque térmico producido por las bajas 
temperaturas (Leibo y Bradley 1999, Holt 2000a, Roldan y Garde 2004, Fuchs et al. 2008). 
En gato doméstico se ha estudiado el efecto de las tasas de refrigeraciôn (Pope et al. 1991a, 
Hermansson y Axnér 2007), congelaclôn (Zambelli et al. 2002) y descongelaciôn 
(Chatdarong et al. 2008) sobre la motilidad, la viabilidad, la morfologia, la integridad 
estructural o la funcionalidad de los espermatozoides a la descongelaciôn.
Un factor relacionado con la velocidad a la que ocurren los cambios de temperature 
es el tamano y la composiciôn del recipiente en el que se almacena la suspensiôn 
espermâtica (ampollas, pildoras, pajuelas o crioviales), cuya conductividad térmica influye en 
la curva de congelaciôn-descongelaciôn a la que se someten los espermatozoides. También 
se ha estudiado el efecto de del recipiente de almacenamiento del semen en el gato 
doméstico (Pope et al. 1991a, Minter ef a/. 2007).
Otro factor importante a tener en cuenta es la composiciôn (osmolaridad) del 
diluyente de congelaclôn ya que los cambios ffsico-qulmicos que tienen lugar durante la 
congelaclôn se derivan en gran medida de la concentraciôn de los componentes de la 
soluciôn acuosa en la que se congelan los espermatozoides. De los componentes del 
diluyente merece especial atenciôn el crioprotector, su naturaleza (pénétrante o no), su 
concentraciôn, y el tiempo y temperature de exposiciôn de los espermatozoides a él, que 
condiciona enormemente la supervivencia y funcionalidad de los espermatozoides 
criopreservados. Los agentes crioprotectores pueden ahadirse y extraerse por etapas, es 
decir, aumentando o disminuyendo gradualmente su concentraciôn en el medio de 
congelaclôn, para reducir el estrés osmôtico sobre la célula (Gao et al. 1995), o bien 
ahadirse o extraerse en una sola vez, lo cual reduce el tiempo de exposiciôn de las células 
al crioprotector, que puede resultar tôxico. El ahadido o eliminaciôn de crioprotectores 
gradualmente, por etapas, minimiza la pérdida de motilidad y la disrupciôn de membranas 
(Pukazhenthi et al. 2002). También existen estudios que analizan el efecto de los cambios 
osmôticos durante la criopreservaciôn (Glover y Watson 1985, Hay y Goodrowe 1993, 
Pukazhenthi et al. 2002, Minter et al. 2007).
El conocimiento de los aspectos mencionados es esencial en el diseho de protocoles 
adecuados a nuevas especies, para dar los pasos correctes y minimizar los efectos 
negatives de la criopreservaciôn.
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Es importante examiner la capacidad fecundante de los espermatozoides sometidos 
a procesos de criopreservaciôn. La fecundaciôn in vitro con oocitos intactes conespecificos a 
los espermatozoides evaluados représenta un método util de laboratorio para evaluar el 
potencial reproductor de una muestra espermatica, fresca o criopreservada. Esta prueba 
constituye un componente critico en los trabajos de congelaclôn de espermatozoides ya que 
permite la evaluaciôn de los aspectos secuenciales de la funciôn espermâtica necesarios 
para la fecundaciôn, desde la capacitaciôn hasta la singamia (Roth et al. 1999).
Debido a la merma de motilidad y proporciôn de espermatozoides con acrosoma 
intacto que se produce como consecuencia de la criopreservaciôn, con el objetivo de 
favorecer la fecundaciôn en diferentes contextes de reproducciôn asistida se han 
desarrollado sistemas de procesado de las muestras espermâticas después de la 
descongelaciôn que resultan muy utiles. Uno de elles es el swim-up, que constituye un 
método de selecciôn de espermatozoides môtiles progresivos y de eliminaciôn del glicerol y 
la yema de huevo del criodiluyente, los desechos celulares y los espermatozoides in môtiles. 
En el método de swim-up, el semen, fresco o congelado, diluido en un medio de cultivo se 
centrifuge, se élimina el sobrenadante cuidadosamente y se ahade medio de cultivo al pellet 
résultante. Las muestras se incuban para permitir que los espermatozoides môtiles migren al 
medio que ha quedado por encima del pellet. Transcurrido el tiempo de incubaciôn se retira 
y évalua la suspensiôn espermâtica obtenida. Esta técnica permite recuperar una alta 
proporciôn de espermatozoides môtiles y morfolôgicamente normales y se ha comprobado 
que las muestras sometidas a swim-up presentan mayores valores de motilidad y 
espermatozoides normales que aquéllas que son simplemente diluidas (Howard 1990, 1993, 
Lengwinat y Blottner 1994, Luvoni 2006). Otros métodos que permiten incrementar la 
motilidad de una suspensiôn espermâtica criopreservada implican el empleo de estimulantes 
como la pentoxifilina. Estos estimulantes inhiben la fosfodiesterasa y producen un estfmulo 
de la motilidad, que no va en detrimento del mantenimiento de la ésta, ni de la longevidad de 
los espermatozoides durante un periodo de incubaciôn prolongado (Stachecki et al. 1994). 
Estos componentes producen un incremento en los niveles de adenosina-3’-5’-monofosfato 
ciclica (cAMP) intracelular, que estâ directamente asociado con la inducciôn de la 
capacitaciôn espermâtica a la que se asocia la hiperactivaciôn (Stachecki et al. 1994).
El objetivo de este trabajo ha sido evaluar algunos de los factores y condiciones que 
intervienen en el proceso de criopreservaciôn de espermatozoides de gato doméstico, un 
modelo para felinos amenazados como el lince ibérico. Los experimentos realizados 
examinan la eficacia de la criopreservaciôn analizando la motilidad y la integridad 
acrosômica de espermatozoides epididimarios de gato doméstico antes y después de la 
congelaclôn empleando (a) 2 diluyentes: TEST y Biladyl, (b) 2 tasas de refrigeraciôn: 
refrigeraciôn râpida en 30 min (-0,5°C/min) y lenta en 120 minutes (-0,125°C), (c) 2 sistemas
49
de anadido de! glicerol: en 1 vez y en 3 etapas, (d) 2 sistemas de almacenamiento: pildoras 
sobre hielo seco (CO2 sôlido) y pajuelas sobre vapores de nitrôgeno, (e) 2 sistemas de 
rellenado de las pajuelas: a temperatura ambiante antes de la refrigeraciôn y a 5°C después 
de la misma, y (f) 2 sistemas de congelaclôn de pajuelas con 2 tasas de congelaclôn: en 1 y 
2 niveles sobre vapores de nitrôgeno. Se ha evaluado también la capacidad fecundante in 
vitro de los espermatozoides criopreservados y la eficacia de 2 métodos de estimulaciôn de 
la motilidad, el swim-up y la adiciôn pentoxifilina, sobre la tasa de fecundaciôn in vitro.
Material y Métodos
Animales
Las muestras empleadas para la realizaciôn de este trabajo procedian de machos de 
gato doméstico orquidectomizados en clinicas veterinarias y sociedades protectoras de 
animales del municipio de Madrid. Inmediatamente después de la castraciôn los testiculos y 
epididimos se guardaron en una boisa de plâstico con autocierre (11x7 cm) y se colocaron 
dentro de un contenedor isotérmico (25 x 17 x 11,5 cm) que se mantuvo cerrado y a 
temperatura ambiante (~20°C) hasta el procesado, que se realizô entre 3 y 12 h post-cirugia. 
Para cada individuo se registrô la edad, la raza, el peso, la fecha y hora de la cirugia asi 
como la existencia de mono- o criptorquidismo, o la presencia de alguna enfermedad 
infecciosa si procedia.
Procesado del material
Una vez en el laboratorio los espermatozoides se recuperaron de los epididimos y los 
conductos deferentes mediante certes realizados en las colas epididimarias en 0,4 ml del 
diluyente de congelaclôn en una plaça de Pétri (diametro 35 x 10 mm). Los certes permiten 
la salida de los espermatozoides hacia el diluyente. Las plaças se mantuvieron a 
temperatura ambiante durante 10 min para permitir la salida de los espermatozoides.
Recogida y  evaluaciôn de espermatozoides epididimarios
Transcurrido el tiempo de incubaciôn en el diluyente de congelaclôn se tomô una 
alicuota de 5 pl de la suspensiôn espermâtica, que se colocô entre porta y cubreobjetos 
precalentados (sobre una paca térmica a 37°C) y la muestra se évalué al microscopic, sobre 
platina térmica a 37°C, empleando contraste de fase para valorar la motilidad y realizar una 
estimaciôn de la concentraciôn. A continuaciôn se fijaron 5 pl de suspensiôn espermâtica en 
45 pl de glutaraldehido al 1 % en buffer de cacodilato 0,33M (pH 7,3) para la estimaciôn de la 
concentraciôn. Posteriormente, si la suspensiôn estaba muy concentrada, se realizô una 
diluciôn adicional en glutaraldehido-cacodilato. Ademâs, se fijaron 10 pl de suspensiôn 
espermâtica en 250 pl de paraformaldehido al 4% (7,81 g de Na2HP04 anhidro (110 mM);
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0.172.g de NaH2P04.H20 (2,5 mM) y 2 g de paraformaldehido en 500 ml de agua milli-Q) en 
un microtubo de poliestireno (0,5 ml), que se usaron posteriormente para realizar 
preparaciones para la evaluaciôn de la integridad acrosômica y las morfoanomalias. El reste 
de la suspensiôn espermâtica se transfiriô de la plaça de Pétri a un microtubo de poliestireno 
de 1,5 ml con pipeta (P200), cuidadosamente, midiendo y registrando el volumen con el fin 
de calculer posteriormente el numéro total de espermatozoides (y de espermatozoides 
môtiles) recuperados. Se descartaron de los experimentos aquéllas muestras que no 
tuvieron un minimo de 40% de espermatozoides môtiles y una concentraciôn de 20 x 10® 
espermatozoides/mI. Los parâmetros espermâticos analizados fueron;
1. Motilidad
Se analizô la motilidad individual. Se estimô el porcentaje de espermatozoides 
môtiles y la calidad del movimiento. La evaluaciôn de calidad se hizo siguiendo una escala 
de 0 (sin movimiento) a 5 (movimiento progresivo y râpido). Con estos dos valores se calculé 
un Indice de Motilidad Espermâtica ("Sperm Motility Index", SMI).
SMI - + {calidad x 20)
"  2
2. Concentraciôn espermâtica
Se pusieron 10 pl de la suspensiôn fijada con glutaraldehido-cacodilato en una 
câmara de Neubauer (hemocitômetro). Se contaron como minimo dos cuadrantes grandes 
opuestos de la câmara y se calculé la concentraciôn a partir del valor promedio obtenido con 
el recuento y el factor de diluciôn empleado.
3. Integridad del acrosoma
Para la evaluaciôn de este parâmetro se empleô la alicuota fijada en 
paraformaldehido al 4%, que se conservé en nevera (4°C) hasta su procesado. Los 
espermatozoides fijados se centrifugaron a 1700 xg durante 8 min, se éliminé el 
sobrenadante y se resuspendiô el pellet en 250 pl de acetato de amonio 0,1 M (pH 9,0). Se 
recentrifugô a la misma velocidad y se resuspendiô en 250 pl de acetato de amonio. Iras el 
segundo lavado se centrifugé por ultima vez a la misma velocidad y se eliminaron 
aproximadamente 200 pl del sobrenadante. Se resuspendiô el pellet en el resto de 
sobrenadante dando pequehos golpecitos con los dedos en el vial (es decir, sin pipetear). La 
suspensiôn espermâtica se repartiô en dos gotas que se extendieron en dos portaobjetos 
usando un cubreobjetos (22 x 22 mm) y se dejô secar al aire. Una vez secos, los frotis se 
tiheron con 40 pl de una soluciôn de azul de Coomassie (0,22 g de colorante en una 
soluciôn compuesta por 50 ml de metanol, 10 ml de âcido acético glacial y 40 ml de agua
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milli-Q) durante 90 segundos, se lavô con agua milli-Q y se dejô secar al aire. Una vez secos 
los frotis se montaron con unas gotas de DPX (montante para microscopla con xileno y 
dibutil ftalato; BDH, Madrid) y un cubreobjetos (40 x 60 mm) y se dejô secar protegido de la 
luz hasta la evaluaciôn. De cada muestra se contaron 100 espermatozoides que se 
asignaron a cuatro categorlas (Howard et al. 1986, Pukazhenthi 2006b) (Fig. 1.1):
(a) Intactes normales, aquellos con la zona acrosômica tehida uniformemente de azul.
(b) Intactes anormales, aquellos en los que se observa alguna zona del acrosoma tenida 
mâs intensamente de azul que el resto.
(c) Dahados, aquellos en los que se observan vesiculas, abultamientos, o desprendimientos 
parciales de la membrana en la regiôn acrosomal.
(d) Con acrosoma perdido, aquellos espermatozoides en los que la regiôn acrosomal no 
aparece coloreada. En la mayoria de los cases puede observarse tehida ligeramente de azul 
la banda ecuatorial de la cabeza del espermatozoide.
Fig. 1.1. Espermatozoides epididimarios de gato doméstico tehidos con azul de Coomassie. (A) 
espermatozoides con acrosoma intacto normal, (B) con acrosoma intactos anormales, (C) con 
acrosoma dahado y (D) con acrosoma perdido.___________________________________________
4. Morfoanomalias
En los frotis de espermatozoides tehidos con azul de Coomassie se contaron 100 
espermatozoides (aparté de los examinados para la evaluaciôn de integridad acrosômica) 
que se clasificaron como normales, con cabeza anormal (piriforme o deformada, 
macro/microcéfalo, bi/tricéfalo), cabezas sueltas (normales y anormales), pieza media 
anormal (aplasia parcial o total, doblada con o sin gota citoplasmâtica) y pieza principal/ 
terminal anormal (cortada, doblada con o sin gota citoplasmâtica). Se contaron aparté los 
flagelos sueltos. Ademâs de estos patrones morfolôgicos se evaluô la madurez de los 
espermatozoides tomando como criterio la presencia o no de gota citoplasmâtica
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clasificando los espermatozoides con gota proximal, con gota media, con gota distal o sin 
gota y se contaron aparté los espermatozoides con la cola enrollada en ovillo.
Fig. 1.2. Morfoanomalias espermâticas de gato doméstico observadas en frotis tenidos con azul del 
Coomassie. (A) Normal, (B) macrocefalico, (0) pieza media doblada, (D) aplasia en pieza media, (E) 
pieza principal doblada, (F) cola en ovillo.
Cuantificaciôn de niveles de testosterona y cortisol
Se recogieron muestras de sangre que se centrifugaron para la obtencion de suero y 
se almacenaron a -80°C. El suero se empleô para cuantificar la concentraciôn de 
testosterona y cortisol mediante enzimo inmunoensayo competitive de quimioluminiscencia 
en fase sôlida (Immulite® 1000, Siemens Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL, USA).
Criopreservaciôn de espermatozoides
Las muestras se asignaron al azar a diferentes grupos expérimentales para examinar 
varies aspectos del proceso de criopreservacion.
1. Diluventes de congelacion
Se han utilizado dos diluyentes de congelaclôn, TEST y Biladyl. Ambos contienen 
20% de yema de huevo y una concentraciôn final de 4% de glicerol y difieren en el resto de 
los componentes (Tabla 1.1).
Para la preparaciôn de Biladyl con 4% glicerol se partiô de la preparaciôn comercial 
(Minitüb, Tiefenbach, Alemania) que viene en 3 fracciones: (1) soluciôn A (49 g con 0%
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glicerol), (2) soluciôn B (250 g con 14% glicerol), y (3) cocktail AB (antibiôticos). Para 
obtener Biladyl con una concentraciôn de 8% glicerol, se diluyô en la siguiente proporciôn: 
Soluciôn B 57.14 ml + soluciôn A 42,86 ml. La mezcla de partes iguales de Biladyl 0% 
glicerol y Biladyl 8% glicerol resultô en una soluciôn de Biladyl al 4%. Ademâs de TEST con 
4% glicerol, se prepararon también dos soluciones de TEST, una con 0% glicerol y otra con 
8% glicerol. Estas très soluciones se emplearon para poder realizar el anadido de glicerol de 
una vez antes de la refrigeraciôn (TEST 4% glicerol), cuando el diluyente se anade en un 
paso, o por etapas al termine de la refrigeraciôn, cuando el diluyente se anade en 2 pasos 
(TEST con 0% y 8% de glicerol).
Tabla 1.1. Composiciôn de los diluyentes de congelacion
Componentes TEST Biledyl
Tes 4,83%
Tris 1,15% 2,42%
Glucose 0,4%
Fructose 1,00%
Acido citrico 1,38%
Yeme de huevo 20% 20%
Glicerol (*) 4% 4%
Peniciline (u.i./ml) 200-1000 200-1000
Estreptomicine (pg/ml) 200-1000 200-1000
pH 7,2 7.0
Osmolelided (mOsmol/Kg) 360 340
(*) 4% es la concentraciôn final de glicerol. Ambos diluyentes, TEST y Biladyl, se utilizan 
con concentraciones de glicerol del 0%, 4% y 8%. El anadido del diluyente se ha realizado 
en 1 paso, con 4% de glicerol antes de la refrigeraciôn, o en 2 pasos. En este estudio, 
cuando el diluyente se anade en 2 pasos, el glicerol se anade, al final de la refrigeraciôn, 
en 3 etapas. La osmolaridad se midiô antes de la adiciôn de glicerol.
2. Refrigeraciôn
Se evaluaron dos tasas de refrigeraciôn:
(a) Râpida, refrigerando los espermatozoides de 20°C a 5°C en 30 min (-0,5 °C/min): Se 
colocô un microtubo con la suspensiôn espermâtica dentro de un recipiente estéril con 150 
ml de agua milli-Q, que se introdujo en un congelador (-20 °C) durante 30 min, tiempo en el 
cual la temperatura de la muestra pasa de 20°C a 5°C (Figs. 1.3,1.4).
(b) Lenta, llevando la suspensiôn espermâtica de 20°C a 5°C en 120 min (-0,125°C/min): La 
suspensiôn espermâtica (dentro de un vial o ya contenida en las pajuelas) se dispuso sobre 
una gradilla flotante dentro de un recipiente isotérmico con 1 litro de agua a temperatura
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ambiente (~20°C) y se logrô un descenso de temperatura anadiendo hielo, hielo seco, o 
agua fria, a tiempos preestablecidos hasta alcanzar los 5°C (Figs. 1.3, 1.4).
Finalizada la refrigeraciôn, a partir de una alicuota mantenida en un microtubo y 
refrigerada en iguales condiciones que la muestra que se congelô, se tomaron muestras 
para evaluar la motilidad y la integridad acrosômica post-refrigeraciôn (Tabla 1.2).
Fig. 1.3. Métodos de refrigeraciôn de la suspensiôn espermâtica de gato doméstico: (A-C) râpida 
durante 30 min (-0,5 °C/min) y (D-F) lenta durante 120 min (-0,125°C/min). En el método râpido de 
refrigeraciôn, (A) el microtubo con la suspensiôn espermâtica se introduce en una botella (250 ml) 
llena de agua a temperatura ambiente, (B) la botella con la suspensiôn espermâtica se coloca en 
un congelador (-20°C) durante 30 min acompanada de (C) la sonda de un termômetro digital para 
la monitorizaciôn de la curva de refrigeraciôn. En el método lento de refrigeraciôn se emplea (D) un 
recipiente conteniendo agua a temperatura ambiente con una sonda conectada a un termômetro 
digital en el que (E) se introduce una gradilla con los microtubos conteniendo la suspensiôn 
espermâtica a refrigerar, o (F) se colocan las pajuelas dentro de un criotubo cerrado. El descenso 
lento de temperatura se obtiene mediante adiciôn de cubitos de hielo o pellets de hielo seco.
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Fig. 1.4. Curvas de refrigeraciôn empleadas con espermatozoides de gato doméstico: râpida durante 
30 min (-0,5 °C/min) y lenta durante 120 min (-0,125°C/min).
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3. Anadido de glicerol
Se examinaron dos formas de anadir el glicerol:
(a) De una vez (en un paso), desde el principio del proceso, a temperatura ambiente, 
mediante la extracciôn de los espermatozoides en diluyente conteniendo 4% de glicerol.
(b) Por etapas, extrayendo los espermatozoides en diluyente de congelaclôn con 0% glicerol 
e incorporando diluyente con 8% de glicerol al final de la refrigeraciôn (a ~5°C) dentro de 
una câmara fria para evitar oscilaciones de temperatura en la muestra. En este caso el 
diluyente se incorporô en 2 pasos. El proceso consiste en anadir el diluyente con 8% glicerol 
hasta alcanzar una diluciôn 1:1 de la suspensiôn espermâtica inicial en diluyente con 0% 
glicerol, de forma que la concentraciôn final de glicerol sea del 4%. El volumen de diluyente 
con 8% glicerol se anade en 3 etapas, con 1/4, 1/4 y 1/2 del volumen total a anadir, a 
intervalos de 15 min.
4. Sistema de envasado
Transcurrido el tiempo de refrigeraciôn la muestra se congelô en pildoras sobre hielo 
seco (CO2 sôlido a -79°C) 0 en pajuelas sobre vapores de nitrôgeno, segùn correspondiese 
(las muestras se asignaron al azar a ios distintos traiamientos).
(a) Pildoras: se dispuso previamente un bloque de nieve carbônica en el que se practicaron 
pequehas perforaciones con un molde construido empleando un bloque de madera y davos 
recortados a los que se les ha eliminado la cabeza. En cada uno de los pocillos se colocaron 
30 pl de suspensiôn espermâtica (Fig. 1.5).
Fig. 1.5. Envasado de suspensiôn espermâtica en forma de pildoras. (A) Molde para hacer huecos 
en hielo seco, (B) Bloques de hielo seco con pocillos, (C) Volcado de suspensiôn espermâtica (30 
pl) en los pocillos para congelaclôn.
(b) Pajuelas: se emplearon pajuelas de 0,25 ml (Minitüb), cortadas por la mitad con unas 
tijeras y de las que se eliminô el extreme sin algodôn. En cada pajuela se cargaron 50 pl de 
suspensiôn espermâtica con una pipeta (P200) y después un poco de aire girando el émbolo 
de la pipeta y desplazando la columna de suspensiôn espermâtica hacia el centre de la
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pajuela. Tras el llenado se cerrô cada una de las pajuelas con un sellador térmico (ERSA, 
Minitüb) y una pinza (Fig. 1.6).
Fig. 1.6. Carga de la suspensiôn espermâtica en pajuelas. (A) Corte de pajuelas por la mitad, 
(B) colocaciôn de la pajuela en la pipeta (a través de una punta), (C) carga de la pajuela, (D) 
sellador térmico, (E) sellado de la pajuela, (F) pajuelas selladas antes de congelar.
5. Temperatura y momento de caraa de las oaiuelas
Se establecieron dos condiciones expérimentales distintas:
(a) Rellenado de las pajuelas a temperatura ambiente, antes de la refrigeraciôn (Fig. 1.6): 
una vez tomadas las allcuotas para la evaluaciôn de parâmetros en fresco, las pajuelas se 
cargaron, se sellaron y se colocaron en un criovial (5 ml; 7,5 cm de longitud) que se puso 
sobre una gradilla flotante en un bano a temperatura ambiente para la refrigeraciôn (Fig. 
1.3F). Dentro del criovial se introdujo la sonda de un termômetro digital para monitorizar el 
descenso de temperatura real (que varia ligeramente con el del agua del bano) al que estân 
sometidas las muestras.
(b) Rellenado a 5°C después de la refrigeraciôn: una vez tomadas las allcuotas para la 
evaluaciôn de parâmetros en fresco, la suspensiôn espermâtica restante se mantuvo en un 
microtubo y se colocô en una gradilla flotante dentro de un bano a temperatura ambiente 
para la refrigeraciôn (Fig. 1.3E). Sobre la gradilla se colocô también la sonda de un 
termômetro digital para monitorizar el descenso de temperatura al que estaba sometida la 
suspensiôn a esa profundidad del bano. Una vez que la temperatura de la suspensiôn 
espermâtica ha alcanzado los 5°C, la carga de las pajuelas se realizô en una câmara fria a 
la misma temperatura, con un procedimiento tal como se describe en el pârrafo anterior (ver 
Fig. 1.6).
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6. Congelacion
Se han comparado dos sistemas:
(a) Pildoras: la suspension espermâtica se deposita en los orificios sobre hielo seco y se 
dejô congelar durante 3 min. Transcurrido ese tiempo las pildoras se volcaron a nitrôgeno 
liquido (Howard et al. 1986) y se guardaron en crioviales (2 ml; 3,5 cm de longitud) 
perforados y rotulados. Los crioviales se colocaron en cahas etiquetadas que se 
almacenaron en un tanque de nitrôgeno liquido (Fig. 1.7).
Fig. 1.7. Congelaclôn de suspensiôn espermâtica en pildoras. (A) Las pildoras permanecen durante 3 
min en huecos en un bloque de hielo seco. (B) Volcado de pildoras congeladas a nitrôgeno liquido. 
(C) Carga de las pildoras en un criovial. (D) Colocaciôn de los crioviales en una caha.
(b) Pajuelas: se congelaron sobre vapores de nitrôgeno. Se examinaron dos métodos de 
congelaclôn de pajuelas (Figs. 1.8, 1.9):
b.1. Sistema en un nivel: en una caja de poliestireno expandido se volcô nitrôgeno 
liquido hasta conseguir 4 cm de profundidad (Fig. 1.8). Se introdujo en la caja una gradilla 
metâlica de una altura tal que permitiô congelar las pajuelas en los vapores de nitrôgeno, a 5 
cm sobre la superficie de nitrôgeno liquido. Antes de congelar las pajuelas, la caja se tapô 
durante 5 min para que se equilibrara la temperatura de los vapores dentro de ella. Se 
colocaron las pajuelas sobre la gradilla y se dejaron durante 10 min con la tapa de la caja 
cerrada. Transcurrido el tiempo de congelaciôn las pajuelas se volcaron en nitrôgeno liquido 
y se guardaron en crioviales (5 ml; 7,5 cm de longitud) etiquetados, que se colocaron en 
cahas también etiquetadas, para su almacenamiento en un tanque de nitrôgeno liquido (Fig.
1.9).
b.2. Sistema en dos niveles (Figs. 1.8, 1.9): se empleô la misma caja de poliestireno 
expandido utilizada para el sistema anterior, pero el nitrôgeno liquido se rellenô hasta 
alcanzar una profundidad de 3 cm. Se empleô un sistema de gradillas que permitiô congelar 
las pajuelas en los vapores de nitrôgeno primero a 7,5 y después a 2,5 cm por encima del 
nivel de nitrôgeno liquido. Para la congelaciôn las pajuelas permanecieron en el nivel 
superior (7,5 cm) durante 1 min y transcurrido este tiempo se pasaron, en el mismo orden en 
el que se habian colocado en el primer nivel, y con una pinza preenfriada, al segundo nivel 
(2,5 cm) donde se dejaron 1 min mâs (Pukazhenthi et al. 2007). Una vez congeladas las
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pajuelas se volcaron al nitrôgeno liquido y se guardaron en crioviales (5 ml; 7,5 cm de 
longitud) etiquetados, que se colocaron en carias también etiquetadas, para su 
almacenamiento en un tanque de nitrôgeno liquido (Fig. 1.9).
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Fig. 1.8. Diagramas de los recipientes empleados para la congelaciôn de pajuelas sobre vapores de 
nitrôgeno. (A) Congelaciôn en 1 nivel, a 5 cm del nitrôgeno liquido, (B) en 2 niveles, a 7,5 y 2,5 cm 
de la superficie del nitrôgeno liquido.
' n- (T ■
Fig. 1.9. Congelaciôn de pajuelas en 2 niveles sobre vapores de nitrôgeno. (A) Colocaciôn de las 
pajuelas sobre el nivel superior de la gradilla (7,5 cm) donde se dejan 1 min. (B) Paso de las pajuelas 
al nivel inferior (2,5 cm) donde se dejan 1 min mâs (C) Volcado de las pajuelas al nitrôgeno liquido. 
(D) Carga de las pajuelas en un criovial. (E) Cerrado del criovial. (F) Colocaciôn del criovial en una 
cana.
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Valoraciôn de espermatozoides a la descongelaciôn
Se utilize medio F-10 de Ham al que se anadiô un suplemento para el medio F-10 de 
Ham (Gentamicin-50X. Irvine Scientific, catâlogo 1290127, Izasa), que se suministra 
liofilizado y proporciona una concentraciôn final (al diluir 1:50) de 1 mM de glutamina, ImM 
de piruvato y 10 pg/ml de gentamicina. Ademâs se suplementô con suero fetal bovine 
inactivado (5%), L-glutamina (0,292 mg/ml), piruvato (0,110 mg/ml) y antibiôticos (130 u.i. 
penicilina/ml, 130 pg estreptomicina/ml y 260 pg neomicina/ml). Cuando la muestra 
descongelada iba a ser utilizada para realizar una fecundaciôn In vitro se utilizô medio de 
Tyrode en lugar de medio F-10 de Ham.
Para descongelar las muestras se dispuso una batea con nitrôgeno liquido, un bano 
de agua a 37°C y un bloque térmico también a 37°C con microtubos (1,5 ml) estériles. El 
criovial que contenia las pildoras o las pajuelas se transfiriô del tanque de nitrôgeno liquido 
donde estaba almacenado a la batea con nitrôgeno liquido y alli se extrajo la pildora o 
pajuela a descongelar.
Para descongelar cada pildora se utilizô un tubo de vidrio (12 x 75 mm) con 120 pl 
del medio de descongelaciôn. Los tubos se colocaron en el bano de agua a 37°C. Se extrajo 
la pildora de la batea de nitrôgeno con unas pinzas previamente enfriadas y se pasô 
râpidamente a uno de los tubos con medio de descongelaciôn precalentado que se mantuvo 
durante 30 segundos dentro del bano, agitândolo muy suavemente para favorecer la diluciôn 
y homogeneizaciôn de la suspensiôn. Transcurridos los 30 segundos la suspensiôn 
espermâtica se transfiriô muy lentamente, con una pipeta, del tubo de vidrio a un microtubo 
precalentados que se mantuvo cerrado en un bloque térmico, a 37°C.
Las pajuelas se descongelaron dentro de un vaso de precipitados con soluciôn 
fisiolôgica (NaCI 0,9%, p/v) estéril que a su vez estaba colocado dentro de un bano de agua 
a 37°C. Tras extraer la pajuela de la batea con nitrôgeno, sujetândola con unas pinzas por el 
extreme que tiene el algodôn, se secô 10 segundos al aire y después se introdujo en el 
recipiente, sin soltaria de la pinza, durante 30 segundos, agitândola cuidadosamente. 
Transcurrido este tiempo se sacô la pajuela del bano y se secô con papel, se cortô el 
extreme que se habia sellado con calor, se colocô boca abajo en el fonde de uno de los 
microtubos precalentados y se cortô el otro extreme para que el contenido de la pajuela 
cayese en el vial. Una vez que toda la suspensiôn espermâtica estaba dentro del tubo se le 
anadieron, muy lentamente, gota a gota, 150 pl del medio F-10 de Ham con suero y 
antibiôticos, dando pequenos golpecitos para ayudar a homogeneizar la suspensiôn final 
diluida. Se tomaron 5 pl de suspensiôn espermâtica diluida para la evaluaciôn de la motilidad 
y se fijaron 10 pl de la misma con paraformaldehido al 4%, para su posterior tinciôn y 
evaluaciôn de la integridad acrosômica. La muestra sobrante se incubô durante 4,5 h a 37°C 
en atmôsfera de aire en un boque térmico. Se tomaron allcuotas para evaluaciôn de
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motilidad e integridad acrosômica, a intervalos de 1 h, a partir de los 90 min desde la 
descongelaciôn (Tabla 1.2).
Tabla 1.2. Etapas del proceso de criopreservaciôn en los que se toman muestras para 
evaluaciôn de motilidad e integridad acrosômica.
Momentos (etapas) del proceso de criopreservaciôn
1 En fresco, después de la extracciôn del epididimo
2 Después de la refrigeraciôn
3 Después de la descongelaciôn
4 Transcurrida 1,5 h de incubaciôn post-descongelaclôn
5 Transcurridas 2,5 fi de incubaciôn post-descongelaciôn
6 Transcurridas 3,5 h de incubaciôn post-descongelaciôn
7 Transcurridas 4,5 h de incubaciôn post-descongelaciôn
Recogida y maduraciôn in vitro de oocitos
Los ovarios de gatas domésticas ovariohisterectomizadas se obtuvieron de clinicas 
veterinarias y se transportaron al laboratorio, en un tubo de 15 ml con 5 ml de soluciôn salina 
(NaCI 0,9%, p/v) suplementada con penicilina-estreptomicina (100 pg/ml de cada una). Los 
tubos con los ovarios se mantuvieron refrigerados (5°C), dentro de una caja de poliestireno 
expandido con un acumulador de frlo precongelado. Los ovarios que no se procesaron 
inmediatamente se conservaron a 4 - 8°C hasta su procesado posterior antes de 24 h post- 
cirugia. Las muestras se procesaron segùn Gômez et al. (2003), con algunas 
modificaciones. Los ovarios se dividieron sagitalmente con un bisturi y los foliculos antrales 
présentes en la superficie ovàrica se punzaron con ayuda de un par de agujas del calibre 21 
insertadas en jeringuillas de insulina para liberar los complejos cümulo-oocito (COCs). Para 
la recogida de los COCs se utilizô el medio TCM-199 (Sigma, M-5017), suplementado con 
15 mM de Hepes, 15 mM de NaHCOs, 0,36 mM de piruvato de sodio, 1 mM de glutamina, 
2,2 mM de lactato de calcio, 0,4% (v/v) de albùmina sérica bovina (BSA) (Sigma, A-8412) y 
penicilina-estreptomicina (100 pg/ml de cada una). Tras varies lavados en el TCM-199 con 
Hepes, se seleccionaron los CGC de grade I a III (grade I: excelente calidad; grade II: 
bueno; grade III: aceptable) y se colocaron en una plaça de cultivo con 4 pocillos (Nunclon, 
Nalgene, Nunc International, Roskilde, Denmark) con 500 pl de TCM-199 suplementado con 
25 mM de NaHCOa, 0,36 mM de piruvato de sodio, 2 mM de glutamina, 2,2 mM de lactato de 
calcio, 1,12 mM de cisteina, 0,4% (p/v) de BSA (Fracciôn V, Sigma, A-9418), 25 ng/ml de 
factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Sigma, E-4127) (Merle et al. 2005), FSH (F-8174) y 
LH (L-5269) ovinas (Sigma, Madrid, Espana, 10 pg/ml de cada), 1 pg/ml de estradiol (E- 
2247), penicilina-estreptomicina (100 pg/ml cada una). Las plaças se cultivaron en una 
atmôsfera con 5% CO2 en aire a 38,5°C y humedad maxima durante 24 h.
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Preparaciôn de los espermatozoides para la fecundaciôn in vitro
Con el objetivo de mejorar la calidad de los espermatozoides a la descongelaciôn, 
dada la merma de motilidad y de la proporciôn de espermatozoides con acrosoma intacto 
que se produce como consecuencia de la criopreservaciôn, se han llevado a cabo dos 
experimentos para intentar mejorar la calidad de la suspensiôn espermâtica, empleando en 
el primero medios fisicos y en el segundo medios bioqulmicos.
1. Efecto de la centrifuaaciôn y swim-uo
Los espermatozoides, una vez descongelados y diluidos, se centrifugaron (400 g, 8 
min), se eliminô el sobrenadante y se anadiô al pellet 100 pl de medio de Tyrode (sin Hepes, 
igual al empleado para la fecundaciôn in vitro). Se incubô durante 30 min en 5% COg/aire a 
38,5°C y humedad mâxima y transcurrido este tiempo se retiraron 75 pl de la porciôn 
superior de la suspensiôn espermâtica. De esta fracciôn, se evaluô la motilidad y se fijô una 
alicuota para el posterior estudio de la integridad acrosômica. El resto de la suspensiôn se 
incubô durante 2 h en las mismas condiciones. Se evaluô motilidad e integridad acrosômica 
a la hora y las 2 h de incubaciôn posteriores al swim-up (2,5 h post-descongelaciôn). De 
cada muestra descongelada se realizô centrifugaciôn y swim-up de una alicuota y se diluyô 
otra que se procesô como control.
2. Efecto del afiadido de un estimulante de la motilidad
La suspensiôn espermâtica, una vez descongelada, se dividiô en dos allcuotas. 
Ambas muestras se diluyeron (1:1 v/v) con medio de Tyrode (sin Hepes, como el empleado 
para la fecundaciôn in vitro). El medio empleado para una de las allcuotas se suplementô 
con pentoxifilina (ImM concentraciôn final) mientras que la otra alicuota carecla de 
pentoxifilina y se usô como control. Se evaluô la motilidad y se fijô una alicuota de cada 
submuestra para el posterior estudio de la integridad acrosômica. Las suspensiones 
espermâticas se incubaron durante 1 h en una atmôsfera de 5% COg/aire a 38,5°C y 
humedad mâxima. Transcurrido este tiempo se reevaluaron la motilidad y la integridad 
acrosômica.
Fecundaciôn in vitro homôloga de oocitos madurados in vitro con espermatozoides 
epididimarios de gato doméstico congelados-descongelados
Tras 24 h de maduraciôn in vitro, los oocitos de gata doméstica se coincubaron con 
espermatozoides epididimarios de gato doméstico descongelados. Como control de 
partenogénesis una parte de los oocitos se incubô en las mismas condiciones pero sin 
espermatozoides. Para la fecundaciôn, los oocitos se colocaron en gotas de 50 - 100 pl (10 - 
20 oocitos/ gota), en una plaça de Pétri, empleando soluciôn de Tyrode suplementada con
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15 mM de NaHCOs, 0,36 mM de piruvato, 2,2 mM de lactato de calcio, 1 mM de glutamina, 
penicilina/estreptomicina (100 pg/ ml de cada) y 0,6% (p/v) BSA (libre de âcidos grasos, 
Calbiochem) (Gômez et al. 2003; Pope et al. 2006a). La coincubaciôn de gametos se realizô, 
bajo aceite minerai, con una concentraciôn de 4 x 10® espermatozoides môtiles/ml, en una 
atmôsfera de 5% COa/aire a 38,5°C y humedad mâxima durante 18 - 20 h.
Cultivo in vitro
Después del cocultivo con los espermatozoides, los oocitos se pipetearon 
cuidadosamente para desprender las células del cûmulo y los espermatozoides adheridos y 
se lavaron très veces con soluciôn de Tyrode tamponada con Hepes. Los presuntos cigotos 
se transfirieron a un plaça de cultivo de 4 pocillos con 500 pl de soluciôn de Tyrode con 1% 
amino âcidos no esenciales de medio MEM, 0,3% (p/v) BSA (libre de âcidos grasos) y 
suplementado con 15 mM de NaHCQa 0,36 mM de piruvato, 2,2 mM lactato de calcio, 1 mM 
de glutamina y penicilina-estreptomicina (100 pg/ ml de cada una) (Gômez et al. 2003; Pope 
et al. 2006a). El cultivo se llevô a cabo en una atmôsfera de 5% C02/aire a 38,5°C y 
humedad mâxima. La divisiôn de los embriones se evaluô a las 44 - 48 h post-inseminaciôn. 
Los oocitos no divididos se tineron con Hoechst 33342 (10 pg/ml) en glicerol (1:9, v/v) para 
evaluar el grado de maduraciôn, la fecundaciôn y el numéro de espermatozoides adherido a 
la zona pelùcida (ZP). Finalizada la incubaciôn (hasta 7 dias) los embriones se tineron con 
Hoechst 33342 y se evaluaron para determinar el numéro total de nùcleos.
Diseno experimental y anàlisis estadisticos
Los datos se analizaron con la versiôn 11.5 de SPSS. Los resultados se presentan 
como mediaierror estândar de la media (SEM). Los valores de p<0,05 se consideraron 
estadisticamente significativos. Para analizar las diferencias interanuales en los parâmetros 
espermâticos se utilizô ANOVA de un factor y contrastes post-hoc de Games-Howell.
Para analizar si habia diferencias estacionales y entre anos se realizô un ANOVA 
bifactorial incluyendo aho y época como factores.
En todos los anàlisis de factores del proceso de criopreservaciôn se utilizô split-plot 
ANOVA con un factor de medidas repetidas (MR), el tiempo, desde la muestra en fresco (1) 
hasta la incubaciôn post-descongelaciôn (4, 5, 6 y 7) (Tabla 1.2), y un factor fijo 
completamente aleatorizado (CA) que ha sido en cada estudio el factor cuyo efecto se 
querla estudiar sobre el indice de motilidad espermâtica (SMI) y el % de espermatozoides 
con acrosoma intacto. Los factores fueron el diluyente (TEST o Biladyl), la velocidad de 
refrigeraciôn (durante 30 ô 120 min), el sistema de almacenamiento (pajuelas o pildoras), el 
sistema y momento de anadido del glicerol (de 1 vez antes de la refrigeraciôn o en 3 etapas 
al terminar la refrigeraciôn), la temperatura y momento de carga de las pajuelas (antes de la
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refrigeraciôn a temperatura ambiente o después de la refrigeraciôn a 5°C) y el sistema de 
congelaciôn (en 1 ô 2 niveles sobre vapores de nitrôgeno).
Para el estudio de las interacciones entre factores se utilizô ANOVA split-plot con el 
tiempo como factor de medidas repetidas y dos factores inter-sujeto. De este modo se 
examinô si existian interacciones entre los dos factores, entre cada uno de ellos con el 
tiempo y entre los très.
Para el estudio de la relaciones entre paramétrés espermâticos en muestras frescas, 
entre parâmetros espermâticos en muestras frescas y descongeladas y entre parâmetros 
espermâticos en muestras después de la descongelaciôn se realizaron correlaciones de 
Pearson.
Para estudiar las diferencias entre tratamientos en % oocitos fecundados se utilizô, 
un ANOVA de un factor y contrastes post-hoc de Tukey.
Resultados
Caracterizaciôn de los espermatozoides epididimarios de gato doméstico
1. Descripciôn de parâmetros espermâticos
Durante los très anos de muestreo incluidos en este estudio se ha trabajado con 
animales sexualmente maduros (Tsutsui et al. 2004) y, en general, jôvenes (promedio 
1,5±0,12 anos, siendo el 31% de los animales menores de 1 aho y el 30% de 1 aho de 
edad). El numéro de espermatozoides obtenidos de los epididimos (28,2+3,2 x 10® 
espermatozoides totales) presentô marcadas diferencias entre machos (rango 0,5 - 302,4 x 
10® espermatozoides totales). La motilidad fue muy uniforme durante el periodo estudiado, 
tanto en % de espermatozoides môtiles (55,6±1,2%), como en la calidad de la motilidad 
(2,8±0,07) y en consecuencia, en SMI (55,7+1,0). En relaciôn a la motilidad se observaron 
también grandes diferencias entre machos (rango de variaciôn del SMI: 17,5 - 85,0). El valor 
medio encontrado de porcentaje de espermatozoides normales (30,95±1,98%) permite 
définir la muestra de gato doméstico de este estudio como teratospérmica, es decir, con 
menos de un 40% de espermatozoides normales. Sôlo el 25,8% de los machos presentaron 
una proporciôn igual o superior al 40% de espermatozoides normales. Las proporciones de 
espermatozoides normales fueron significativamente diferentes (p<0,01) en el grupo 
normospérmico (63,36+2,74%; N=33) y en el teratospérmico (19,43±0,89%; N=95). También 
en relaciôn a este parâmetro las diferencias entre individuos fueron muy marcadas, 
particularmente en el aho 2004 (rango 7 - 90% de espermatozoides normales). De todas las 
morfoanomalias encontradas la mâs frecuente es la que afecta a las piezas principal y 
terminal del flagelo (36,7±2,15% de espermatozoides). En segundo lugar, por orden de 
frecuencia, se han hallado anormalidades en la pieza media del flagelo (27,7±1,6% de 
espermatozoides). Se ha encontrado menos de un 2% de anormalidades de cabeza, con un
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valor maximo del 11% encontrado en un macho en el aho 2004. La mayoria de las veces 
esta la anomalla de cabeza es la microcefalia. Por ultimo, se ha encontrado un porcentaje 
de espermatozoides con acrosoma intacto cercano al 60% (57,69+1,40%) también con un 
amplio rango de variaciôn (11 - 88%) (Tabla 1.3).
Tabla 1.3. Caracterlsticas de los espermatozoides epididimarios de gato doméstico evaluados 
durante el periodo 2004-2006 tras su recuperaciôn en diluyente de congelaciôn.
2004 2005 2006 MedialSEM
Numéro de machos 55 45 34 134
Edad (ahos) 1,56±0,15 1,6610,32 1,3710,16 1,5410,13
N° total espermatozoides (xlO®) 25,80±2,73 37,6418,36 19,0613,47 28,1513,23
Motilidad (%) 57,18±2,21 54,3311,76 54,5612,20 55,5611,21
Calidad (escala 0-5) 2,85±0,11 2,9110,13 2,5410,10 2,7910,07
Indice Motilidad Espermâtica (SMI) 57,14±1,78 56,2811,74 52,7211,67 55,7311,03
Espermatozoides normales (%) 44,38±3,77* 20,3011,52® 23,3012,09® 30,9511,98
Morfoanomalias de cabeza 2,44±0,51 0,8710,21 0,9010,23 1,4110,21
Morfoanomalias de pieza media 23,4712,40 33,6412,87 25,1312,90 27,7211,63
Morfoanomalias de pieza principal 
y Terminal
28,3313,74 39,2313,29 43,4713,80 36,7012,15
Colas en ovillo 2,7810,77 5,9711,45 4,5611,46 4,6210,77
Presencia de gota citoplasmâtica 38,3215,27 27,6313,21 16,6012,76 27,8912,38
Acrosomas intactos (%) 60,0612,27* 50,6412,27® 63,6312,16* 57,6911,40
Letras diferentes en los superindices indican diferencias significativas entre columnas (anos).
Se han encontrado diferencias significativas en la concentraciôn de testosterona en 
suero en los animales adultes y enteros con respecto a los animales mâs jôvenes (6-8 
meses) y a los adultes castrados (Tabla 1.4). No se han encontrado diferencias significativas 
en los niveles de cortisol circulante entre machos adultes (enteros o castrados) y machos 
jôvenes.
Tabla 1.4. Concentraciôn de testosterona y cortisol en suero en machos de gato doméstico jôvenes y
adultes, enteros y castrados._________________________________________________________
Machos > 1 aho Machos 6-8 meses Machos >1 aho
enteros
(N=13)
enteros
(N=4)
castrados
(N=5)
Edad (ahos) 3,1910,88 0,5510,03 4,611,18
Testosterona (ng/ml) 2,5210,51- 0,6010,13® 0,3610,09®
Cortisol (pg/dl) 2,510,63 3,9512,27 6,6412,75
Letras diferentes en los superindices indican diferencias significativas entre columnas.
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2. Diferencias interanuales
La producciôn espermâtica no varié significativamente entre ahos (Tabla 1.3). 
Tampoco se han encontrado diferencias interanuales en el % de espermatozoides môtiles, la 
calidad de la motilidad o el SMI. Se han encontrado diferencias significativas entre ahos en 
el % de espermatozoides normales (p<0,01) y el % espermatozoides con acrosoma intacto 
(p<0,01). Las diferencias en la proporciôn de espermatozoides normales se produjeron entre 
el aho 2004 (44,38±3,77%) y los otros dos ahos de muestreo (20,30±1,52% y 23,30±2,09% 
en 2005 y 2006, respectivamente). En el % de acrosomas intactos es el aho 2005 
(50,6±2,3%) el que difiere significativamente de los otros dos (60,1 ±2,3% y 63,6±2,2% en 
2004 y 2006, respectivamente) (Tabla 1.3).
3. Diferencias estacionales en los parâmetros espermâticos
Para estudiar diferencias entre la estaciôn reproductiva y el resto del aho se ha 
definido primero dicha estaciôn. Se tomô como estaciôn reproductiva de referencia aquélla 
definida por las hembras (el rango de meses en los que estas se muestran receptivas y se 
producen côpulas) que se estimô a partir de los meses en los que se producen los 
nacimientos, utilizando la informaciôn recogida sobre las muestras, y el tiempo de gestaciôn 
(promedio de 67 dias; Root et al. 1995), de forma que se ha podido estimar el momento en 
el que ocurren las concepciones. Se evaluô cômo se distribuyeron los promedios mensuales 
de numéro total de espermatozoides, el % de espermatozoides môtiles, el % de 
espermatozoides normales y el % de espermatozoides con acrosoma intacto a lo largo de 
los 3 ahos del estudio.
El numéro total de espermatozoides comenzô a incrementarse, notable aunque no 
significativamente, en enero, alcanzândose los valores mâximos en marzo y volviendo a 
descender en junio, aunque tampoco significativamente respecto a los meses anteriores. El 
descenso continué progresivamente hasta el mes de noviembre, en el que empezô a 
ascender de nuevo. La motilidad se mantuvo muy astable a lo largo de todo el aho con 
valores ligeramente mayores en mayo. El % de espermatozoides normales présenta valores 
considerablemente mâs altos entre los meses de mayo y julio que el resto del aho, dândose 
diferencias prôximas al 50% entre estos meses y el mes de septiembre. El valor mâximo en 
% de acrosomas intactos se observé en abril y el minimo durante junio-octubre, pero las 
diferencias entre meses, una vez mâs, no fueron significativas.
Teniendo en cuenta la informaciôn recogida para las hembras y los machos, se 
definiô como estaciôn reproductiva el periodo enero - junio. Se analizô si existian diferencias 
entre la época reproductiva y el resto de meses dentro de cada aho y entre épocas 
reproductivas o no reproductivas de los distintos ahos. No se encontraron diferencias dentro 
y fuera de la época reproductiva cuando se consideraron todos los ahos en conjunto (Fig.
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1.10). Sin embargo, se encontraron diferencias dependiendo del aho. En 2004 hubo 
diferencia significativa dentro y fuera de la época reproductiva en el % de espermatozoides 
môtiles (65,75±4,08% y 52,29+2,22%, respectivamente) y en el % de espermatozoides 
normales (65,06±4,06% y 57,43±3,20%, respectivamente), con valores mas altos en la 
época reproductiva que fuera de ella. No hubo diferencias significativas entre épocas para 
ningùn paramètre espermatico ni en 2005 ni en 2006. Se encontraron diferencias 
interanuales significativas en la época reproductiva para todos los paramétrés (Fig. 1.10). 
Fuera de la época reproductiva, sin embargo, aparecen diferencias interanuales sôlo en el % 
de espermatozoides con acrosomas intactos entre 2006 (74,83±2,21%) y los otros dos ahos 
muestreados (57,43±3,20% y 48,75±5,79% en 2004 y 2005, respectivamente).
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Fig. 1.10. Variaciôn estacional y entre ahos en los parâmetros de los espermatozoides 
epididimarios de gato doméstico. (A) Numéro total de espermatozoides, (B) % espermatozoides 
môtiles, (C) % espermatozoides normales y (D) % espermatozoides con acrosoma intacto. (*) 
Indica diferencias estadisticamente significativas (p<Q,05) entre época reproductiva y resto del aho, 
dentro de cada aho. Letras diferentes entre las barras indican diferencias estadisticamente 
significativas (p<0,05) entre ahos en la época reproductiva o en el resto del aho.
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Si en lugar del periodo enero-julio, se considéra como estaciôn reproductiva el 
periodo febrero - julio, tal como se hizo en un estudio reciente (Blottner y Jewgenow 2007) 
en el que se concluye que existe una moderada estacionalidad reproductiva de los machos 
de gato doméstico, los resultados obtenidos indican la existencia de diferencias entre 
estaciôn reproductiva y el resto del ano en el % de espermatozoides normales (66,69±2,30% 
y 20,04±2,35%, respectivamente) en 2004, en la calidad de la motilidad (2,74±0,14 y 
3,27±0,19, respectivamente) y el % de espermatozoides con acrosoma intacto (47,93±2,74% 
y 57,73±3,81%, respectivamente) en 2005 y en el % de espermatozoides con acrosoma 
intacto (66,83±3,01% y 44,75+7,37%, respectivamente) en 2006.
Relaciôn entre parâmetros espermâticos en fresco
Se ha estudiado la existencia de relaciones entre paramétrés espermâticos en las 
muestras en fresco. Se hizo el anàlisis para el total de casos estudiados y se encontrô 
relaciôn positiva significativa (p<0,01) entre el % de espermatozoides môtiles (y del SMI) y el 
% de espermatozoides con acrosoma intacto (p<0,01; N=142).
En estudios anteriores (Neubauer et al. 2004) se propuso la existencia de una 
relaciôn positiva significativa entre la producciôn de espermatozoides y la proporciôn de 
espermatozoides anormales en el eyaculado. Los autores de este estudio afirman que los 
individuos teratospérmicos producen una mayor cantidad de espermatozoides totales en 
cada eyaculado. Para contrastar estos resultados, en el présente estudio se han evaluado 
los gatos teratospérmicos (aquéllos con un % de espermatozoides normales <40%) y se ha 
examinado esta posible relaciôn. Los resultados muestran que no existe una correlaciôn 
significativa entre el numéro total de espermatozoides y el % de espermatozoides normales 
en ninguno de los ahos de muestreo.
Efecto del criodiluyente: TEST o Biladyl
Se han estudiado las diferencias en motilidad y % de espermatozoides con acrosoma 
intacto en muestras espermâticas epididimarias de gato doméstico extraldas y 
criopreservadas en TEST o Biladyl, ambos con 4% de glicerol, refrigeradas hasta 5°C 
durante 120 min, y almacenadas en pajuelas cargadas a 5°C (Fig. 1.11).
Se observé un descenso del indice de motilidad espermâtica (SMI) y del % de 
espermatozoides con acrosoma intacto durante la criopreservaciôn en ambos diluyentes. 
Sôlo en las muestras extraldas en Biladyl hubo un descenso significativo en el SMI entre las 
muestras en fresco (60,0±2,4) y a la descongelaciôn (43,4±3,1) y este descenso se acentuô 
a lo largo de la incubaciôn post-descongelaciôn (31,4±2,7 a las 4,5 h de incubaciôn). En las 
muestras en TEST el descenso en SMI con respecto a la muestra en fresco (56,4±2,3) no 
apareciô hasta las 3,5 h de incubaciôn post-descongelaciôn (35,5±2,5) (Fig. 1.11 A).
Independientemente de que los espermatozoides se hubieran extraido en TEST o Biladyl, el 
% de espermatozoides con acrosoma intacto disminuyô significativamente con respecto a la 
muestra en fresco (60,5±3,1% y 52,5±3,2%, respectivamente), tras la refrigeraciôn 
(55,8±3,3% y 48,5±3,0%, respectivamente) y a la descongelaciôn (31,7±3,6% y 21,0±2,9%, 
respectivamente) (Fig. 1.11B).
No se encontraron diferencias significativas a la descongelaciôn entre las muestras 
conservadas en TEST o Biladyl, ni en los valores de SMI (46,8±3,2 y 43,4±3,1, 
respectivamente) ni en % de espermatozoides con acrosoma intacto (31,7+3,6% y 
21,0±2,9%, respectivamente) (Fig. 1.11).
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Fig. 1.11. Comparaciôn de diluyentes (TEST o Biladyl) en la criopreservaciôn de espermatozoides 
epididimarios de gato doméstico con 4% de glicerol refrigerados durante 120 min y almacenados 
en pajuelas cargadas a 5®C. (A) Indice de Motilidad Espermâtica (SMI) y (B) % de 
espermatozoides con acrosoma intacto. Momento de la criopreservaciôn: (1) en fresco, (2) 
después de la refrigeraciôn, (3) después de la descongelaciôn, (4, 5, 6 y 7) a 90, 150, 210 y 270 
min de incubaciôn post-descongelaciôn en aire a 37°C. Para cada diluyente, las letras diferentes 
entre barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en el tiempo. No hay 
diferencias significativas entre tratamientos (TEST y Biladyl) en cada etapa de la criopreservaciôn. 
TEST (N=33), Biladyl (N=32).
Efecto de la velocidad de refrigeraciôn: -0,125Ô -0,5°C/min
Para evaluar el efecto de la velocidad de refrigeraciôn sobre el Indice de motilidad 
espermâtica (SMI) y el % de espermatozoides con el acrosoma intacto se compararon 
muestras extraldas en TEST con 4% glicerol, y refrigeradas lenta (-0,125°C/min) o 
râpidamente (-0,5°C/min), y almacenadas en pajuelas cargadas a 5°C y congeladas en 2 
niveles sobre vapores de nitrôgeno (Fig. 1.12).
En las muestras refrigeradas durante 30 min (-0,5 °C/min) ô 120 min (-0,125°C/min) 
el SMI fue descendiendo poco a poco hasta las 4,5 h de incubaciôn post-descongelaciôn 
(37,5±5,4 y 44,3±4,0, respectivamente) momento en el que se observé un descenso
69
significative con respecte a la muestra después de la descengelaciôn (50,0±4,3 y 59,2±4,2, 
respectivamente) (Fig. 1.12A). El % de espermatezeides cen acresema intacte después de 
descengelar descendiô significativamente tante en las muestras refrigeradas durante 30 min 
(-0,5 °C/min) cerne durante 120 min (-0,125°C/min) (31,3+6,6% y 40,3±7,8%, 
respectivamente) en relaciôn a la muestra en fresce (68,1±5,3% y 64,4±3,1%, 
respectivamente). El descense fue mas brusce y acusade en las muestras refrigeradas 
durante 30 min y per elle, en este case, se encontre ademâs una calda significativa del % de 
acresemas intactes a la descengelaciôn (31,3±6,6%) en relaciôn a les valeres ebservades al 
finalizar la refrigeracion (63,0±6,6%) (Fig. 1.12B).
Ne se encentraren diferencias significativas en SMI e en el % de acresemas intactes 
entre las des tasas de refrigeracion estudiadas (-0,5 y -0,125 °C/min) en ningune de les 
mementos de precese de criepreservaciôn censiderades (Fig. 1.12).
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Fig. 1.12. Efecto de la tasa de refrigeracion (-0,5 y -0,125 °C/min) sobre la motilidad y el % de 
espermatozoides con acrosoma intacte de espermatezeides de gate deméstice suspendides en TEST 
cen 4% de glicerel, almacenade en pajuelas cargadas a 5°C y cengeladas en 2 niveles sobre vaperes 
de nitrôgene. (A) Indice de Motilidad Espermâtica (SMI) y (B) % de espermatozoides con acrosoma 
intacte. Momento de la criepreservaciôn: (1) en fresco, (2) después de la refrigeracion, (3) después de 
la descengelaciôn, (4, 5, 6 y 7) 90, 150, 210 y 270 min de incubaciôn post-descongelaciôn en aire a 
37°C. Para cada tasa de refrigeraciôn, las letras diferentes entre barras indican diferencias 
estadîsticamente significativas (p<0,05) en el tiempo. No se encentraren diferencias significativas 
entre tasas de refrigeraciôn (-0,5 vs -0,125°C/min) en ningùn momento de la criepreservaciôn (N=21).
Anadido de glicerol en 1 63  etapas
Para evaluar el efecto sobre la motilidad y la integridad acrosômica producido por el 
sistema de adiciôn del glicerol a la suspension espermâtica, se compararon las muestras 
extraidas en TEST con 0% glicerol y adiciôn graduai de TEST 8% glicerol en 3 etapas al 
final de la refrigeraciôn, con muestras extraidas en TEST con 4% glicerol (es decir, con 
exposiciôn al glicerol antes y durante la refrigeraciôn). Todas las muestras fueron
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refrigeradas lentamente (0,125 °C/min), almacenadas en pajuelas cargadas a 5°C y 
congeladas sobre 2 niveles en vapores de nitrôgeno liquide (Fig. 1.13).
No se observé un descenso significative en les valores del SMI a le largo de proceso 
de criepreservaciôn hasta las 2,5 horas de incubaciôn post-descongelaciôn, 
independientemente del sistema de anadido de glicerol utilizado, momento a partir del cual 
se produjo una acusada bajada de la motilidad hasta el final de la incubaciôn post- 
descongelaciôn (Fig. 1.13A).
Se encontrô, sin embargo, un descenso significative en el % de espermatozoides con 
acrosoma intacte entre las muestras en fresco (64,4±3,1% y 60,5±2,9% para las muestras a 
las que se les anadiô el glicerol antes y después de la refrigeraciôn, respectivamente) y 
aquellas observadas después de la descengelaciôn (40,3±7,8% y 33,3±3,5%, 
respectivamente), con independencia del sistemas de anadido de glicerol empleado. 
Ademâs se encontrô un descenso significative entre las muestras en fresco y aquellas 
después de la refrigeraciôn cuando el glicerol se anadiô antes de la refrigeraciôn (64,4±3,1% 
y 55,1 ±5,3%, respectivamente) y entre la muestra después de la refrigeraciôn y después de 
la descengelaciôn cuando se anadiô el glicerol finalizada la refrigeraciôn (59,8+3,4% y 
33,3±3,5%, respectivamente) (Fig. 1.13B).
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Fig. 1.13. Comparaciôn de adiciôn de glicerol en 1 etapa (antes de la refrigeraciôn) ô 3 etapas (al 
final de la refrigeraciôn) a espermatozoides de gato doméstico criopreservados en TEST con 
concentraciôn final de glicerol del 4%. (A) Indice de Motilidad Espermâtica (SMI) y (B) % de 
espermatozoides con acrosoma intacto. Momento de la criopreservaclôn: (1) en fresco, (2) después 
de la refrigeraciôn, (3) después de la descengelaciôn, (4, 5, 6 y 7) a 90, 150, 210 y 270 min de 
incubaciôn post-descongelaciôn en aire a 37°C. Para cada método de adiciôn de glicerol, las letras 
diferentes entre barras indican diferencias estadîsticamente significativas (p<0,05) en el tiempo. (*) 
Indica diferencias estadîsticamente significativas (p<0,05) entre los 2 sistemas de anadido de 
glicerol comparados para cada momento de la criopreservaclôn. Glicerol en 1 etapa antes de la 
refrigeraciôn (N=15) o glicerol en 3 etapas al finalizar la refrigeraciôn (N=10).
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Al comparar las muestras a las que se les anadiô el glicerol de una vez (antes de la 
refrigeraciôn) y aquellas a las que se les anadiô en très etapas (al final de la refrigeraciôn) 
no se observaron diferencias al finalizar la refrigeraciôn, ni en SMI, ni en % de acrosomas 
intactes. El SMI promedio finalizada la refrigeraciôn fue de 53,0±2,0 y 52,5±6,2 y el % de 
espermatozoides con acrosoma intacto de 55,1 ±5,3% y 59,8±3,4% para las muestras a las 
que se les anadiô el glicerol antes y después de la refrigeraciôn, respectivamente (Fig. 1.13). 
Tampoco se detectaron diferencias significativas entre los dos métodos de adiciôn de 
glicerol al observar las muestras después de la descengelaciôn. Los SMI promedio después 
de descengelar fueron de 59,2±4,2 y 47,5±4,2 y los % de espermatozoides con acrosoma 
intacto de 40,3±7,8% y 33,3±3,5% para las muestras a las que se les anadiô el glicerol antes 
y después de la refrigeraciôn, respectivamente. Se encentraren diferencias significativas 
entre los dos sistemas de adiciôn de glicerol cuando las muestras se incubaron después de 
la descengelaciôn. Se observaron diferencias en el SMI a partir de 1,5 h (59,4±4,0 y 
46,8±4,5, para las muestras a las que se les anadiô el glicerol antes y después de la 
refrigeraciôn, respectivamente), que se mantuvieron a las 2,5 h (52,2±2,4 y 41,4±5,6), a las 
3,5 h (45,3±1,6 y 36,4±5,9, respectivamente) y a las 4,5 h (44,3±4,0 y 32,5±4,7, 
respectivamente) de incubaciôn post-descongelaciôn (Fig. 1.13A).
Efecto de método de envasado: pajuelas o plldoras
Para estudiar los efectos sobre la motilidad y la integridad acrosômica del método de 
envasado (plldoras o pajuelas) de una suspensiôn espermâtica se utilizaron muestras 
extraidas en TEST con 4% de glicerol, refrigeradas a 5°C durante 120 min (Fig. 1.14).
No se encontrô descenso en SMI a la descengelaciôn con respecte a la suspensiôn 
espermâtica en fresco en las muestras congeladas en pajuelas (59,2±4,2 y 56,3± 4,8, 
respectivamente) pero si se observé en las congeladas en pildoras (33,6±2,4 SMI a la 
descengelaciôn y 49,2±2,0 SMI en fresco) (Fig. 1.14A). Se observé un descenso significative 
en el % de espermatozoides con acrosoma intacto entre las muestras descongeladas y 
frescas, tante en las muestras congeladas en pajuelas (40,3±7,8% y 64,4±3,1%, 
respectivamente) como en las congeladas en pildoras (27,6±4,7% y 60,4±3,7%, 
respectivamente) (Fig. 1.14B).
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Fig. 1.14. Comparaciôn de sistemas de almacenamiento (pajuelas o pildoras) de espermatozoides 
de gato doméstico criopreservados en TEST con 4% de concentraciôn final de glicerol, refrigerados 
durante 120 min. (A) indice de Motilidad Espermâtica (SMI) y (B) % de espermatozoides con 
acrosoma intacto. Momento de la criopreservaclôn: (1) en fresco, (2) después de la refrigeraciôn, (3) 
después de la descengelaciôn, (4, 5, 6 y 7) a 90, 150, 210 y 270 min de incubaciôn post- 
descongelaciôn en aire a 37°C. Diferentes letras entre las barras indican diferencias 
estadîsticamente significativas (p<0,05) en el tiempo (1-7), para cada sistema de almacenamiento 
(pajuelas o pildoras). (*) Indica diferencias estadîsticamente significativas (p<0,05) entre pildoras y 
pajuelas (N=19).
Se observaron diferencias estadîsticamente significativas en SMI entre pajuelas y 
pildoras a la descongelaciôn (59,2±4,2 y 33,6±2,4, respectivamente) que se hicieron mâs 
marcadas durante la incubaciôn post-descongelaciôn (44,3±4,0 y 25,8±5,1, respectivamente, 
a las 4,5 h de incubaciôn) (Fig. 1.14A). No se encontraron, sin embargo, diferencias 
estadîsticamente significativas en el % de espermatozoides con acrosoma intacto a la 
descongelaciôn entre las muestras congeladas en pajuelas o en pildoras (40,3±7,8% y 
27,6±4,7%, respectivamente) (Fig.1.14B).
Temperatura de carga de la pajuela: ambiante o a 5°C
Se examiné la carga de las pajuelas a temperatura ambiante, antes de la 
refrigeraciôn, o a 5°C dentro de una câmara fria, después de la refrigeraciôn. En el primer 
caso las pajuelas se cargaron después de la evaluaciôn de motilidad y la toma de muestras 
para evaluaciôn de concentraciôn, morfoanomalias e integridad acrosômica de la muestra 
fresca. Se reservô una alicuota en un microtubo para las evaluaciones post-refrigeraciôn. 
Una vez cargadas y selladas las pajuelas se introdujeron en un criovial y se pasaron al 
recipiente donde se refrigeran junto con el microtubo con la alicuota para las evaluaciones al 
término de la refrigeraciôn. En segundo lugar, la suspensiôn espermâtica se réfrigéré dentro 
de un microtubo y, una vez finalizada la refrigeraciôn, se cargaron las pajuelas en una 
câmara fria a 5°C y se tomaron muestras correspondientes para la evaluaciôn de motilidad e
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integridad acrosômica post-refrigeraciôn. Para realizar este ensayo se utilizaron muestras 
extraidas en TEST con 4% glicerol, refrigeradas durante 120 min (0,125 °C/min) (Fig. 1.15).
No se encontrô un descenso significativo en SMI a la descongelaciôn en ninguno de 
los dos método comparados (Fig. 1.15A). Si se encontraron descensos significativos en el % 
de espermatozoides con acrosoma intacto, tanto cuando las pajuelas se cargaron a 
temperatura ambiante como cuando se cargaron a 5°C, entre la muestra fresca (61,6+6,3% 
y 64,4+3,1%, respectivamente) y descongelada (31,8±5,9% y 40,3±7,8%, respectivamente) 
(Fig. 1.15B). Se observé un descenso significativo en SMI en relaciôn a la muestra en fresco 
(SMI: 55,0±4,4) a partir de las 2,5 h de incubaciôn post-descongelaciôn (SMI: 38,2±3,8) 
cuando las pajuelas se cargaron a temperatura ambiante aunque no se observé mayor 
descenso a las 3,5 h (35,0±3,4) o a las 4,5 h (35,0±7,2) de incubaciôn (Fig. 1.15A).
No se encontraron diferencias significativas en SMI entre el empajuelado a 
temperatura ambiante (antes de la refrigeraciôn) y a 5°C (después de la refrigeraciôn), ni 
finalizada la refrigeraciôn (47,3±3,4 y 53,0±2,0, respectivamente), ni después de la 
descongelaciôn (49,6±3,0 y 59,2±4,2, respectivamente) (Fig. 1.15A). Tampoco se 
encontraron diferencias significativas en el % de espermatozoides con acrosoma intacto 
finalizada la refrigeraciôn (52,7±7,1% y 55,1±5,3%, respectivamente) o a la descongelaciôn 
(31,8±6,0% y 40,3±7,8%, respectivamente) (Fig. 1.15B).
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Fig. 1.15. Comparaciôn de temperatura de carga de pajuelas en espermatozoides de gato doméstico 
criopreservados en TEST 4% glicerol, refrigeradas durante 120 min, y almacenados en pajuelas 
cargadas a temperatura ambiante o a 5°C. (A) Indice de Motilidad Espermâtica (SMI) y (B) % de 
espermatozoides con acrosoma intacto. Momento de la criopreservaclôn: (1) en fresco, (2) después 
de la refrigeraciôn, (3) después de la descongelaciôn, (4, 5, 6 y 7) a 90, 150, 210 y 270 min de 
incubaciôn post-descongelaciôn en aire a 37°C. Para cada sistema de carga de pajuelas 
(temperatura ambiente ô 5"C), las letras diferentes entre las barras indican diferencias 
estadîsticamente significativas (p<0,05) en el tiempo. (*) Indica diferencias estadîsticamente 
significativas (p<0,05) entre los dos sistemas de empajuelado. Pajuelas cargadas a temperatura 
ambiente (N=10), pajuelas cargadas a 5°C (N=10).
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Congelaciôn: en 1 62 niveles sobre vapores de nitrôgeno
Se evaluaron las diferencias en motilidad y % de espermatozoides con acrosoma 
intacto en muestras espermâticas congeladas sobre vapores de nitrôgeno, en 1 nivel (5 cm) 
durante 10 min o en 2 niveles (7,5 y 2,5 cm) durante 1 min en cada nivel, antes de 
sumergirlas en nitrôgeno llquido. Para ello se utilizaron muestras extraidas en TEST con 4% 
glicerol anadido en 3 etapas, refrigeradas durante 120 min (0,125 °C/min) y almacenadas en 
pajuelas cargadas a 5°C.
En las muestras congeladas en un nivel aparecen diferencias significativas en SMI a 
la descongelaciôn (32,2±3,4) con respecto a la muestra fresca (54,1 ±6,3) que se mantienen 
durante la incubaciôn post-descongelaciôn a las 2,5 h (28,1 ±3,6) y 3,5 h (23,2±3,2). En las 
muestras congeladas en dos niveles las diferencias significativas en SMI en relaciôn a la 
muestra en fresco (57,7±2,5) no aparecen hasta las 2,5 h post-descongelaciôn (41,4±3,5) y 
se hacen mâs marcadas a las 3,5 h de incubaciôn (36,4±3,3) (Fig. 1.15A). 
Independientemente de que se hubieran congelado las pajuelas en 1 ô 2 niveles, se han 
encontrado diferencias significativas en el % de espermatozoides con acrosoma intacto a la 
descongelaciôn (22,9±3,2 y 33,3±6,2%, respectivamente) con respecto a la muestra en 
fresco (55,6±7,9 y 60,5±5,3%, respectivamente) y a las muestras después de la refrigeraciôn 
(49,6±7,7 y 59,8±5,0 %, respectivamente) (Fig. 1.15B).
El sistema de congelaciôn produjo diferencias significativas en SMI a la 
descongelaciôn a favor de las muestras congeladas en 2 niveles en relaciôn a aquéllas 
congeladas en 1 nivel (47,5±3,4 y 32,2±3,4, respectivamente), que se mantienen durante la 
incubaciôn post-descongelaciôn (36,4±3,3 y 23,2±3,2, respectivamente, a las 3,5 h de 
incubaciôn) (Fig. 1.15A). No se encontraron diferencias significativas en el % 
espermatozoides con acrosoma intacto a la descongelaciôn entre las muestras congeladas 
en 1 ô 2 niveles (22,9±3,2% y 33,3±6,2%, respectivamente) (Fig. 1.15B).
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Fig. 1.16. Comparaciôn de la congelaciôn en 1 ô 2 niveles en vapores de nitrôgeno de 
espermatozoides de gato doméstico criopreservados en TEST 4% glicerol, refrigeradas durante 120 
min, y almacenados en pajuelas cargadas a 5°C. (A) Indice de Motilidad Espermâtica (SMI) y (B) % 
de espermatozoides con acrosoma intacto. Momento de la criopreservaclôn: (1) en fresco, (2) 
después de la refrigeraciôn, (3) después de la descongelaciôn, (4, 5, 6 y 7) a 90, 150, 210 y 270 min 
de incubaciôn post-descongelaciôn en aire a 37°C. Para cada método de congelaciôn (1 nivel ô 2 
niveles), las letras diferentes entre las barras indican diferencias estadîsticamente significativas 
(p<0,05) en el tiempo. (*) Indica diferencias estadîsticamente significativas (p<0,05) entre los dos 
métodos de congelaciôn (1 ô 2 niveles) (N=15).
Efecto de las interacciones entre factores del proceso de criopreservaclôn
Se han estudiado las posibles interacciones (dos a dos) entre algunos de los factores 
analizados individualmente en los apartados anteriores. Por un lado se examinaron las 
posibles interacciones entre tasa de refrigeraciôn (-0,5 ô -0,125°C/min) y tipo de diluyente 
(TEST o Biladyl), sistema de envasado (pajuelas o pildoras) y temperatura de carga de las 
pajuelas (temperatura ambiente ô 5°C). No ha resultado significativa ninguna de las 
interacciones en las que esta implicada la tasa de refrigeraciôn (Tabla 1.6).
Por otra parte se analizaron las posibles interacciones entre el tipo de diluyente (TEST 
o Biladyl) y el método de adiciôn de glicerol (de 1 vez o en 3 etapas), el sistema de 
envasado (pildoras o pajuelas), la temperatura de carga de pajuelas (temperatura ambiente 
ô 5°C) y el sistema de congelaciôn (en 1 ô 2 niveles). Han resultado significativas las 
interacciones entre el criodiluyente y la temperatura de carga de las pajuelas sobre el SMI 
(interacciôn (3-5) Tabla 1.6A) y la integridad acrosômica (interacciôn (3 - 5) Tabla 1.6B). En 
todos los anâlisis anteriores se ha incluido el tiempo como factor de medidas repetidas y se 
ha analizado su efecto y la interacciôn con los distintos factores intersujeto estudiados. Se 
ha encontrado efecto significativo de la interacciôn entre el tiempo y el sistema de anadido 
de glicerol sobre la motilidad y la integridad acrosômica (interacciôn (1-6) Tabla 1.6A, B) y de 
la interacciôn entre el tiempo y el sistema de envasado (pajuelas y plldoras) sobre la 
integridad acrosômica (interacciôn (1 -4). Tabla 1.6A, B).
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Tabla 1.6. Interacciones entre factores de la criopreservaciôn y tiempo de procesado sobre el SMI y el 
% de espermatozoides con acrosoma intacto.
I n t e r a c c iô n In t e r a c c iô n
d o b le t r ip le
(A) S M I F P F P
( 1 - 2 )  2 , 7 9 0 , 0 5
3 .  D I L U Y E N T E ( 1 - 3 )  0 , 9 4  
( 2 - 3 )  0 , 5 4
0 , 4 8
0 , 4 7
( 1 , 2 , 3 )  0 , 6 7 0 , 6 5
2 .  R E F R I G E R A C I Ô N 4 .  E N V A S E
( 1 - 2 )  0 , 4 4  
( 1 - 4 ) 1 , 2 4  
( 2 ^ )  0 , 0 9  
( 1 - 2 )  1 , 8 3
0 , 8 1
0 , 3 4
0 , 7 7
0 , 1 5
( 1 , 2 , 4 ) 2 , 5 8 0 , 0 7
5 .  E M P A J U E L A D O ( 1 - 5 )  0 , 6 7  
( 2 - 5 ) 1 , 8 1
0 , 6 5
0 , 1 9
( 1 , 2 . 5 ) 0 , 5 7 0 , 7 2
1 . T I E M P O 4 .  E N V A S E
( 1 - 3 )  1 , 9  
( W )  2 , 0  
( 3 ^ )  0 , 1  
( 1 - 3 )  0 , 6
0 , 1 6
0 , 1 0
0 , 7 0
0 , 7 0
( 1 , 3 , 4 )  0 , 6 0 , 7 0
5 .  E M P A J U E L A D O ( 1 - 5 )  1 , 6 0 , 2 0 ( 1 , 3 , 5 ) 2 , 0 0 , 1 0
3 .  D I L U Y E N T E
( 3 - 5 )  4 , 3  
( 1 - 3 ) 1 , 3 4
0 , 0 5  ( * )  
0 , 3 1
6 .  G L I C E R O L ( 1 - 6 )  3 . 7  
( 3 - 6 )  2 , 9
0 , 0 2  ( * )  
0 , 1 0
( 1 , 3 , 6 )  2 , 6 0 , 0 6
7 ,  C O N G E L A C I Ô N
( 1 - 3 ) 2 , 6  
( 1 - 7 )  1 , 2  
( 3 - 7 )  0 , 0 0
0 , 0 7
0 , 3 0
0 , 9 0
( 1 , 3 , 6 )  0 , 4 0 , 8 0
(B) %  a c r o s o m a  
i n t a c t o s P
F P
( 1 - 2 )  0 , 4 7 0 , 6 3 ( 1 , 2 , 3 ) 0 , 0 3 0 , 9 7
3 .  D I L U Y E N T E ( 1 - 3 ) 1 , 7 2  
( 2 - 3 )  0 , 5
0 , 2 0
0 , 2 3
2 .  R E F R I G E R A C I Ô N 4 .  E N V A S E
( 1 - 2 )  0 , 7 0  
( 1 - 4 )  0 , 4 3  
( 2 ^ )  0 , 2 6  
( 1 - 2 ) 0 , 3 2
0 , 5 1
0 , 0 6
0 , 6 2
0 , 6 3
( 1 , 2 , 4 )  0 , 1 8 0 , 8 4
5 ,  E M P A J U E L A D O ( 1 - 5 ) 0 , 5 3  
( 2 - 5 )  0 , 0 2
0 , 6 0
0 , 8 8
( 1 , 2 . 5 )  0 , 4 9 0 , 6 2
( 1 - 3 )  1 , 5 0 , 3 0
1 . T I E M P O 4 .  E N V A S E ( 1 - 4 )  6 , 0  
( 3 - 4 )  0 , 1 5  
( 1 - 3 )  1 , 5
0 , 0 1  ( * )
0 , 7 0
0 , 2 0
( 1 , 3 , 4 ) 0 , 0 1 0 , 9 9
5 .  E M P A J U E L A D O ( 1 - 5 ) 0 , 0 1 0 , 9 9 ( 1 , 3 , 5 )  0 , 0 1 0 , 9 9
3 .  D I L U Y E N T E
( 3 - 5 ) 9 , 4  
( 1 - 3 )  0 , 6
0 , 0 1  ( * )  
0 , 6 0
6 .  G L I C E R O L ( 1 - 6 )  3 , 9  
( 3 - 6 )  2 , 4
0 , 0 3  ( * )  
0 , 1 0
( 1 , 3 , 6 )  0 , 7 0 , 5 0
7 .  C O N G E L A C I Ô N
( 1 - 3 )  1 , 4  
( 1 - 7 )  1 , 4  
( 3 - 7 ) 0 , 3
0 , 3 0
0 , 3 0
0 , 6 0
( 1 , 3 , 6 )  0 , 5 0 , 6 0
Los numéros entre paréntesis indican los factores implicados en la interacciôn de la que se 
proporciona el estadistico F y el nivel critico p del split-plot ANOVA. (*) Indica interacciones 
estadîsticamente significativas (p<0,05).
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Relaciôn entre paràmetros espermàticos antes y después de la congelaciôn
Para analizar la existencla de relaciones entre paràmetros espermàticos en fresco y 
después de la congelaciôn (Fig. 1.17) y entre diferentes paramètres espermàticos después 
de la congelaciôn (Fig. 1.17D), se han utilizado las muestras extraidas en diluyente (TEST o 
Biladyl) con 4% de glicerol inicial, almacenadas en pajuelas cargadas a 5°C y congeladas en 
2 niveles sobre vapores de nitrôgeno.
Se ha encontrado relaciôn significativa entre el % de espermatozoides môtiles en 
fresco y post-descongelaciôn (Fig 1.17A) y entre el % de espermatozoides con acrosoma 
intacto en fresco y post-descongelaciôn (Fig. 1.17B). También se encontrô relaciôn 
significativa entre el % de espermatozoides môtiles en fresco y el % de acrosomas intactos 
post-descongelaciôn (Fig. 1.17C). Asimismo, la relaciôn inversa, entre el % acrosomas 
intactos en muestras frescas y el % espermatozoides môtiles post-descongelaciôn, también 
fue significativa (Fig. 1.17D). Ademâs el % de espermatozoides normales en fresco y el % 
con acrosomas intacto post-congelar aparecieron significativamente relacionados (Fig. 
1.17E). Por ultimo, se encontrô relaciôn significativa entre los porcentajes de 
espermatozoides môtiles y con acrosoma intacto después de la descongelaciôn (Fig. 1.17F).
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Fig. 1.17. Relaciôn entre paràmetros espermàticos antes y después de la congelaciôn y entre 
paràmetros espermàticos después de la congelaciôn. (A) % môtiles en fresco y % môtiles a la 
descongelaciôn, (B) % con acrosoma intacto en fresco y % con acrosoma intacto a la descongelaciôn, 
(C) % môtiles en fresco y % con acrosoma intacto a la descongelaciôn, (D) % con acrosoma intacto 
en fresco y % môtiles a la descongelaciôn, (E) % espermatozoides normales en fresco y % con 
acrosoma intacto a la descongelaciôn, (F) % môtiles a la descongelaciôn y % con acrosoma intacto a 
la descongelaciôn. r es el coeficiente de correlaciôn lineal de Pearson y pel nivel critico asociado.
79
Preparaciôn de los espermatozoides para la fecundaciôn In vitro
1. Efecto de diluciôn o centrifuaaciôn v swim-uo
Se han analizado el SMI y el % de espermatozoides con acrosoma intacto después 
de la congelaciôn y durante una incubaciôn de 2 h post-descongelaciôn, en muestras 
diluidas y en otras centrifugadas y dejadas reposar 30 min para permitir el swim-up de los 
espermatozoides. No se han encontrado descensos significativos a lo largo del tiempo de 
descongelaciôn-incubaciôn, ni en SMI, ni en el % de espermatozoides con acrosoma intacto, 
tanto en las muestras diluidas, como en las procesadas mediante centrifugaciôn y swim-up. 
Si se han encontrado diferencias significativas en SMI entre los dos tratamientos 
comparados, a favor del swim-up. Estas diferencias ocurren después de descengelar (SMI 
83,8±3,81 y 57,9+2,5 para diluciôn y centrifugaciôn-swim-up, respectivamente) y 
transcurridas 1 h (78,0±4,6 y 51,1+2,1 para diluciôn y centrifugaciôn-swim-up, 
respectivamente) y 2 h (69,4±4,7 y 43,8±4,6, para diluciôn y centrifugaciôn-swim-up, 
respectivamente) post-descongelaciôn.
Por otra parte, no se observaron diferencias significativas entre los dos tratamientos 
comparados en el % de espermatozoides con acrosoma intacto. Las médias encontradas no 
alcanzaron diferencias significativamente ni después de la descongelaciôn (59,8±7,0% y 
47,9±3,5%, para diluciôn y centrifugaciôn-swim-up, respectivamente), ni transcurridas 1 h 
(51,3±13,4% y 35,3±2,0% para diluciôn y centrifugaciôn-swim-up, respectivamente) ô 2 h 
(32,7±8,7% y 30,3±3,3% para diluciôn y centrifugaciôn-swim-up, respectivamente) de 
incubaciôn post-descongelaciôn.
2. Efecto del anadido de 1 mM pentoxlfilina
Se ha estudiado el efecto, sobre el SMI y el % de espermatozoides con acrosoma 
intacto, del anadido de 1 mM de pentoxifilina en medio de Tyrode, medio utilizado para 
descongelar e incubar los espermatozoides. No se han encontrado descensos significativos 
en el tiempo, ni en SMI, ni en el % de espermatozoides con acrosoma intacto, entre las 
muestras inmediatamente después de la descongelaciôn y transcurrida 1 h de incubaciôn 
post-descongelaciôn, con independencia de que se hubiese anadido o no pentoxifilina al 
medio de descongelaciôn. No se han detectado diferencias significativas entre los dos 
tratamientos (con y sin anadido de pentoxifilina al medio de descongelaciôn), ni después de 
descongelar, ni transcurrida 1 h de incubaciôn. El SMI observado fue muy similar, tanto en el 
momento de la descongelaciôn (57,5±3,7 vs 50,7±4,0, ahadiendo y sin ahadir pentoxifilina, 
respectivamente), como 1 h después (48,9+1,8 vs 46,4±4,9, anadiendo y sin ahadir 
pentoxifilina, respectivamente). Tampoco se detectaron grandes diferencias entre los dos 
tratamientos en el % espermatozoides con acrosoma intacto, ni en el momento de la 
descongelaciôn (40,4±6,8% vs 39,4±8,1%, ahadiendo y sin ahadir pentoxifilina.
respectivamente), ni transcurrida 1 h de incubaciôn (31,3±7,5% vs 29,9±7,0%, 
respectivamente, ahadiendo y sin ahadir pentoxifilina, respectivamente).
Fecundaciôn in vitro de oocitos madurados in vitro con espermatozoides epididimarios 
criopreservados de gato doméstico
Con el fin de analizar las tasas de fecundaciôn in vitro de espermatozoides 
epididimarios de gato doméstico criopreservados, se descongelaron muestras que habian 
sido procesadas mediante refrigeraciôn durante 120 min, almacenadas en pajuelas 
cargadas a 5°C y congeladas en 2 niveles sobre vapores de nitrôgeno llquido. Las muestras 
control (espermatozoides no criopreservados) se extrajeron en medio de Tyrode tamponado 
con Hepes. Se observô que los oocitos se fecund a ron in vitro (Fig. 1.18A) y los embriones 
obtenidos desarrollaron in vitro (Fig. 1.18B).
Fig. 1.18. Embriones de gato doméstico obtenidos mediante fecundaciôn in vitro. Tinciôn con 
Hoechst 33342. (A) Embriôn de 2 células a las 24 h de cultive in vitro, obtenido tras la maduraciôn 
de oocitos y fecundaciôn in vitro con espermatozoides epididimarios de gato doméstico extraIdos en 
medio de Tyrode. Evaluaciôn simulténea mediante contraste de fa ses y fluorescencia (B) Embriôn 
en estado de môrula a los 7 dias de cultive in vitro obtenido tras la maduraciôn de oocitos y 
fecundaciôn in vitro con espermatozoides epididimarios criopreservados de gato doméstico. Las 
imégenes se han obtenido empleando un microscopio invertido de epifluorescencia.
Los espermatozoides de gato congelados en TEST 4% fecundaron una proporciôn 
de oocitos madurados in vitro (33,3±8,5%) que no fue significativamente diferente de la tasa 
de fecundaciôn de los espermatozoides frescos, no criopreservados (49,0±8,6%) (Fig. 1.19). 
Tampoco hubo diferencias entre las tasas de fecundaciôn obtenidas con espermatozoides 
congelados en TEST 4% y aquellos congelados en TEST 0+8% glicerol, con anadido de 
glicerol en 3 etapas (26,2±14,5%) (Fig. 1.19).
Por otra parte, se encontrô una tasa de fecundaciôn significativamente menor para 
los espermatozoides criopreservados en Biladyl con 4% glicerol ahadido en una etapa 
(9,5±4,7%) en comparaciôn con los espermatozoides frescos (49,0±8,6%) (Fig. 1.19), 
aunque las diferencias entre los espermatozoides congelados en Biladyl y los
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criopreservados en TEST 4% o TEST 0+8% glicerol no fueron estadîsticamente 
significativas.
No se encontrô correlaciôn entre la tasa de fecundaciôn y el % de espermatozoides 
môtiles, el % espermatozoides con acrosoma intacto o el % espermatozoides normales en 
fresco o después de descongelar.
u  3 0
T e s t  4 %  B i l a d y l  4 %  T e s t  0 + 8 %  
Tratamiento
F r e s c o
Fig. 1.19. Tasas de fecundaciôn de oocitos de g ata doméstica madurados in vitro con 
espermatozoides epididimarios de gato doméstico criopreservados en dos diluyentes (TEST y 
Biladyl) con glicerol anadido de una vez o por fases y grupo control de espermatozoides frescos 
extraidos en Tyrode tamponado con Hepes. Las letras diferentes entre barras indican diferencias 
significativas (p<0,05).
Se encontrô una relaciôn lineal significativa entre la tasa de fecundaciôn de los 
oocitos y de divisiôn de los embriones (R=0,9; R^=0,8; p<0,01).
Los tratamientos de preparaciôn de espermatozoides que se han evaluado no 
difirieron significativamente en la tasa de fecundaciôn. Con espermatozoides sometidos a 
centrifugaciôn-swim-up se obtuvieron 37,8±10,4% de oocitos fecundados, muy similar al 
36,0±8,4% obtenido con espermatozoides diluidos.
En otra serie de experimentos, los espermatozoides descongelados y diluidos sin 
ahadido de pentoxifilina resultaron en un 20,5±8,1% (0,0% - 57,1%) de oocitos fecundados, 
muy similar a la tasa de 20,7±11,4% (0,0% - 83,3%) de fecundaciôn obtenida con 
espermatozoides diluidos en medio suplementado con 1 mM de pentoxifilina.
Discuslôn
Los resultados de este estudio han permitido realizar una caracterizaciôn de los 
paràmetros espermàticos de gatos domésticos de la ciudad de Madrid, examinando 
diferencias interanuales y estacionales en la calidad de dichos paràmetros. Se ha realizado 
ademâs un estudio de factores que pueden afectar al éxito de la criopreservaciôn de 
espermatozoides epididimarios de gato doméstico, y se ha evaluado la capacidad
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fecundante de los espermatozoides criopreservados mediante fecundaciôn in vitro de 
oocitos de gata doméstica madurados in vitro.
Caracteristicas de ios espermatozoides epididimarios
El numéro total de espermatozoides epididimarios varié mucho entre distintos 
machos (0,5 - 302,4 x 10® espermatozoides totales), al igual que se ha visto en muestras de 
semen eyaculado (Pineda y Dooley 1984). En general, el rango observado en numéro de 
espermatozoides epididimarios présenté el mismo rango de variaciôn que los 
espermatozoides eyaculados (Pineda y Dooley 1984, Howard et ai. 1990), aunque un 
estudio ha encontrado muestras eyaculadas con un numéro de espermatozoides un orden 
de magnitud mayor (1297,4±252,3 x 10® espermatozoides totales) que el encontrado en el 
presente trabajo (Neubauer et ai. 2004).
La proporciôn de espermatozoides môtiles (55,56±1,21%) fue, en general, menor que 
la que se registrô en otros estudios, tanto con espermatozoides epididimarios (May y 
Goodrowe 1993, Goodrowe y May 1993, Lengwinat y Blottner 1994, Stachecki et ai. 1994, 
Neubauer et ai. 2004, Siemieniuch y Woclawek-Potocka 2008), como eyaculados (Wildt et 
ai. 1983, Howard et ai. 1990, Hermansson y Axnér 2007). El porcentaje de espermatozoides 
normales (30,95±1,98%) revelô que, en términos générales, la mayoria de las muestras fue 
teratospérmica (el 74% de las muestras présenté mâs de un 40% de espermatozoides 
anormales). Tal como se ha encontrado en todos los estudios realizados con anterioridad, 
tanto en animales normo como teratospérmicos la anomalia mâs frecuente es la apariciôn 
del flagelo doblado, a nivel de la pieza media o a nivel de la pieza principal + terminal (Wildt 
et ai. 1983, Howard et ai. 1990, Stachecki et ai. 1994, Axnér et ai. 2004, Tebet et ai. 2006) lo 
que podria ser consecuencia, en parte, de la manipulaciôn de los espermatozoides después 
de la extracciôn (posiblemente por choque osmôtico). El porcentaje de espermatozoides con 
el acrosoma intacto también fue similar al encontrado en varies estudios previos, y fue sôlo 
ligeramente menor o mayor dependiendo del estudio con espermatozoides epididimarios con 
que se compare (Hermansson y Axnér 2007, Filliers et ai. 2008, Thuwanut et ai. 2008). Los 
valores encontrados resultaron mâs bajos que los obtenidos para espermatozoides 
eyaculados (Filliers et ai. 2008).
Se encontraron diferencias significativas entre grupos de edad para los niveles de 
testosterone en el suero sanguineo. Estas diferencias no se correspondieron totalmente con 
diferencias en los paràmetros espermàticos, lo que apoya los resultados encontrados en 
otros estudios en los que no se encontrô relaciôn entre la proporciôn de espermatozoides 
normales y la edad (Axnér y Forsberg 2007).
Los resultados de este estudio no mostraron evidencia clara de la existencla de 
estacionalidad reproductiva en los machos de gato doméstico. Si bien se encontraron
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diferencias en algunos paràmetros espermàticos algunos anos, el patron no se repitiô en 
otros. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otro estudio con espermatozoides 
epididimarios de gato doméstico que concluye que los espermatozoides epididimarios no 
difieren a lo largo del ano ni en cantidad, ni en motilidad, morfologia o funcionalidad 
(Spindier y Wildt 1999). Sin embargo, los resultados de este estudio difieren de los 
presentados por Blottner et al. (2006) que indican la existencla de un marcado efecto de la 
estacionalidad en los paràmetros funcionales de los espermatozoides. Una posible 
explicaciôn a esta discrepancia podria estar relacionada con diferencias geogrâficas entre 
los lugares donde se han realizado los estudios. Existen diferencias en latitud entre los 
sitios, encontràndose dos de ellos, los coïncidentes en la ausencia de estacionalidad 
(Spindier y Wildt 1999, este estudio), en latitudes templadas, airededor de los 40°N (40° 
23’N, Madrid y 39” 28' N, Washington, DC, USA) y el tercero, donde se ha visto un marcado 
efecto estacional (Blottner et al. 2006) que se encuentra a mayor latitud, por encima de los 
50°N (52”28' N, Berlin, Alemania). En consecuencia, este ultimo sitio posee un fotoperiodo 
mâs corto en invierno y mâs fluctuante a lo largo del ano, es decir, con mâs diferencias en 
las horas de luz entre invierno y primavera-verano.
Las diferencias interanuales encontradas en nuestro estudio son dificiies de explicar 
dada la procedencia de las muestras, en su mayor parte animales domésticos que viven en 
casas particulares en condiciones de temperatura, iluminaciôn, alimentaciôn, relaciones con 
conespecificos del mismo o distinto sexo o estrés, sobre los que no se ténia control. Aunque 
muchas especies de felinos salvajes son estacionales, en el gato es probable que este 
carâcter de la reproducciôn se haya modificado como consecuencia de la domesticaciôn 
(Setchell 1992) o incluse que se muestren estacionales o no dependiendo de las 
condiciones particulares que le rodeen en cada momento.
Se examiné la posible correlaciôn entre paràmetros espermàticos. En particular se 
examiné la posible relaciôn entre numéro total de espermatozoides y la proporciôn de 
espermatozoides anormales. Se ha propuesto (Neubauer et al. 2006) que en gatos 
teratospérmicos existe un aumento del numéro de espermatozoides ya que en estos machos 
existirian mâs células germinales maduras por una disminuciôn de la apoptosis durante la 
espermatogénesis (Jewgenow et al. 2009). Nuestros resultados no han encontrado 
evidencia de esta relaciôn: no se encontrô una relaciôn significativa entre numéro total de 
espermatozoides y el porcentaje de espermatozoides normales en gatos teratospérmicos.
Factores que afectan a la criopreservaciôn de espermatozoides
La comparaciôn de diluyentes de congelaciôn (TEST y Biladyl) no mostrô diferencias 
significativas, ni en el indice de motilidad espermâtica (SMI) ni en el % de espermatozoides 
con acrosoma intacto, entre las muestras en fresco o después de la descongelaciôn, que
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pudiesen atribuirse al efecto del diluyente. Estos resultados coinciden con los obtenidos por 
otros autores que han usado diluyentes compuestos por glucosa y acido citrico, fructosa y 
acido citrico o lactosa, con espermatozoides extraidos de epididimos frescos y refrigerados 
de gato doméstico (Hay y Goodrowe 1993). Se observe un mayor y mas brusco descenso 
del SMI post-descongelaciôn en las muestras congeladas en Biladyl que en las conservadas 
en TEST (las diferencias significativas en el tiempo ocurren 1 hora antes en Biladyl): esto 
sugiere que el TEST es mejor para los espermatozoides epididimarios congelados- 
descongelados de gato doméstico ya que permite mantener mejor motilidad durante mas 
tiempo que el Biladyl. Dada la composiciôn de los diluyentes comparados, es posible sugerir 
que la glucosa presente en el TEST favorezca a los espermatozoides mâs que la fructosa y 
el âcido citrico que componen el Biladyl. Otros estudios han examinado el efecto del 
diluyente de congelaciôn en la criopreservaciôn de espermatozoides epididimarios de gato 
doméstico, comparando TEST comercial con un criodiluyente a base de lactosa-EDTA y han 
observado significativamente mayores porcentajes de espermatozoides môtiles, viables y 
normales a la descongelaciôn con el diluyente que contiens lactosa (Minter et al. 2007). La 
misma conclusiôn sugieren los resultados obtenidos con espermatozoides eyaculados de 
tigre (Byers et al. 1989, Donoghue et al. 1992b).
El anâlisis del efecto de la tasa de refrigeraciôn sobre la motilidad y la integridad 
acrosômica de espermatozoides epididimarios de gato doméstico criopreservados, indica 
que la velocidad de refrigeraciôn de los espermatozoides parecia afectar mâs a la integridad 
acrosômica que a la motilidad. Se observô que la diferencia en los valores de SMI cuando se 
emplearon dos tasas de refrigeraciôn (-0,5 y -0,125°C/min), mâs favorables con la 
refrigeraciôn mâs lenta, se mantuvo constante durante la criopreservaciôn, aunque las 
diferencias no llegaron a ser significativas. Por otra parte, el anâlisis de integridad de los 
acrosomas mostrô que, después de descongelar, la muestra refrigerada durante 120 min 
(refrigeraciôn lenta) présenté un mayor (aunque no significativo) % de espermatozoides con 
acrosoma intacto que la sometida a refrigeraciôn râpida durante 30 min. Estos resultados 
apoyan los obtenidos en estudios anteriores (Pukazhenthi et al. 1999) sobre la mayor 
resiliencia de la motilidad y la mayor sensibilidad de la integridad acrosômica trente al daho 
por choque térmico (Villaverde et al. 2006). En el trabajo mencionado (Pukazhenthi et al.
1999) se observô que una refrigeraciôn ultrarrâpida de 14°C/min y râpida de 4°C/min dieron 
lugar a diferencias significativas, al retomar la temperatura inicial, con respecto a la muestra 
en fresco, que no se dieron con una tasa de refrigeraciôn mâs lenta, de -0,5°C/min 
(Pukazhenthi et al. 1999). Estos resultados confirman por tanto que las tasas de 
refrigeraciôn mâs râpidas resultan mâs dahinas que las mâs lentas, particularmente entre los 
20°C y los 0°C, que es cuando se producen los cambios de fase mâs profundos en los 
lipidos que forman la membrana espermâtica (Watson 1981). Otros estudios con
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espermatozoides epididimarios de gato doméstico (Hermansson y Axnér 2007) no han 
observado diferencias significativas en el % de acrosomas intactos al recuperar la 
temperatura ambiental cuando se compararon tasas de refrigeraciôn mâs o menos râpidas, 
seguramente debido a que la diferencia entre las tasas comparadas (3°C/min vs 4°C/min) 
fue muy pequeha, como reconocen los propios autores. Estudios mâs recientes con felinos 
salvajes también han encontrado que la motilidad se ha visto afectada ligeramente por el 
empleo de tasas de refrigeraciôn mâs o menos râpidas (0,7°C/min y 0,16°C/min) y que la 
integridad acrosômica si se ha visto afectada significativamente (ocelote: Baudi et al. 2008). 
Lo sorprendente fue que en el ocelote los mejores resultados en cuanto a integridad 
acrosômica a la descongelaciôn se obtuvieron utilizando una tasa de refrigeraciôn mâs 
râpida (0,7°C/min) en lugar de otra mâs lenta (0,16°C/min), al contrario de lo visto para el 
gato doméstico. En el caso de la tigrina {Leopardus tigrinus), aunque la reducciôn en la 
proporciôn de espermatozoides con acrosoma intacto no fue significativamente menor a la 
descongelaciôn que en la muestra en fresco, la tendencia si fue la misma que para el gato 
doméstico, con mayor proporciôn de espermatozoides con acrosoma intacto a la 
descongelaciôn cuando se empleô una tasa de refrigeraciôn mâs lenta (Baudi et al. 2008). A 
partir de todos estos resultados puede concluirse que, aunque la tendencia general es que 
tasas de refrigeraciôn mâs râpidas resultan mâs dahinas que las mâs lentas, tal como 
describiô Watson (1981) y se ha confirmado en estudio realizados con gato doméstico, 
puede observarse el comportamiento contrario, al menos para velocidades entre 0,16°C/min 
y 0,7°C/min, en los espermatozoides de algunas especies como el ocelote.
Se évalué el efecto de adiciôn del glicerol antes o después de la refrigeraciôn, siendo 
la adiciôn en el primer caso de una vez, mientras que en el segundo caso el glicerol se 
ahadiô en très etapas (de 1/4, 1/4 y 1/2 de la cantidad final), con intervalos de 15 min entre 
cada una. Los resultados obtenidos no concuerdan con lo esperado ya que se ha postulado 
que el ahadido del crioprotector, en este caso el glicerol, en forma graduai minimiza la 
pérdida de motilidad y la disrupciôn de membranas (Pukazhenthi et al. 2002). Sin embargo, 
los resultados de nuestro estudio indican que la motilidad espermâtica (SMI) a la 
descongelaciôn fue mayor, aunque no significativamente, con el ahadido del glicerol de una 
vez (antes de la refrigeraciôn), que con el ahadido en 3 etapas (al finalizar la refrigeraciôn). 
Nuestros resultados no concuerdan tampoco con los resultados obtenidos para el gato 
pescador, para el cual résulté significativamente mejor, tanto para la motilidad como para la 
integridad acrosômica a la descongelaciôn, el ahadido de glicerol a 5°C al finalizar la 
refrigeraciôn, que a 25°C (Thiangtum et al. 2006). Los efectos diferenciales del ahadido de 
glicerol antes o después de la refrigeraciôn se mantuvieron durante la incubaciôn de los 
espermatozoides después de la descongelaciôn. Asi, los espermatozoides a los que se 
ahadiô el glicerol en una etapa, antes de la refrigeraciôn, mostraron una motilidad
significativamente mejor (mayor SMI) en diferentes momentos de la incubaciôn post- 
descongelaciôn, tanto a 1,5 h, 2,5 h y 3,5 h, en relaciôn a la motilidad observada en 
espermatozoides a los que el glicerol se anadiô al finalizar la refrigeraciôn, justo antes de la 
congelaciôn. Las discrepancias entre los resultados obtenidos en este y en otros estudios 
quizàs puedan deberse a que se han empleado espermatozoides epididimarios y 
eyaculados, respectivamente. Aunque ambos presentan motilidad y % de acrosomas 
intactos similares en fresco, y en ambos ocurre un descenso de estos paràmetros a la 
descongelaciôn, no se han estudiado en detalle los requisitos de criopreservaciôn de 
espermatozoides epididimarios. Podria ser que, el no estar en contacte con los factores 
estabilizadores de membrana supuestamente présentes en el plasma seminal, los 
espermatozoides epididimarios sean mâs sensibles a la criopreservaciôn que los 
espermatozoides eyaculados, particularmente en cuanto a la integridad acrosômica (Luvoni
2006) o, en términos generates, les haga comportarse de forma diferente a los eyaculados 
ante la congelaciôn-descongelaciôn. De todos modos, hay estudios que no han encontrado 
diferencias significativas en criosensibilidad entre espermatozoides epididimarios y 
eyaculados (Tebet et al. 2006, Hermansson y Axnér 2007).
También se examiné el efecto del anadido del glicerol antes y después de la 
refrigeraciôn sobre la integridad acrosômica. Los mejores resultados en % de 
espermatozoides con acrosoma intacto post-refrigeraciôn, obtenidos para las muestras a las 
que se les ha anadido el glicerol gradualmente al terminar la refrigeraciôn (59,8±3,4% 
acrosomas intactos) en comparaciôn a las que se les ahadiô el glicerol de una vez, antes de 
la refrigeraciôn (55,1 ±5,3% acrosomas intactos), podria deberse a un efecto tôxico del 
crioprotector, que no se hace notar en aquellas pero si en éstas. A la descongelaciôn, sin 
embargo, este efecto parece desaparecer y se compensaria con el del resto de factores que 
intervienen en el proceso de congelaciôn haciendo que, en promedio, sean ligeramente 
mejores las muestras a las que se les ahadiô en glicerol al inicio del proceso de 
criopreservaciôn, que las muestras a las que se les ahadiô al término de la refrigeraciôn 
(40,3+7,8% y 33,3±3,5% acrosomas intactos, respectivamente).
Se ha comprobado en estudios anteriores que la congelaciôn en pajuelas de plâstico 
résulta mejor que la congelaciôn en pildoras sobre hielo seco para espermatozoides 
eyaculados de gato doméstico criopreservados en TEST (Pope et al. 1991a). Con los 
resultados de nuestro estudio es posible concluir que también para los espermatozoides 
epididimarios de gato doméstico résulta mejor la congelaciôn en pajuelas que en pildoras. 
Los resultados obtenidos difieren de los encontrados en otros felinos, como el tigre, para el 
que parecen resultar mejor las pildoras combinadas con un diluyente de congelaciôn con 
lactosa, que las pajuelas combinadas con TEST (Donoghue et al. 1992b). También difieren 
de los resultados encontrados para el jaguar y el guepardo (Swanson et al. 1996c) cuando
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se usa un diluyente basado en lactosa y para el ocelote (Stoops et al. 2007) cuando se usé 
un diluyente en base a TEST, en los cuales ambos métodos (pildoras y pajuelas) 
proporcionan resultados similares post-descongelaciôn. Estudios recientes han encontrado 
que résulta mejor para espermatozoides epididimarios de gato doméstico el almacenamiento 
en crioviales (1 ml) que en pajuelas (0,5 ml) cuando se utiliza un diluyente de congelaciôn en 
base a lactosa y EDTA (Minter et al. 2007).
Cuando se comparé la temperatura de carga de las pajuelas, realizada a temperatura 
ambiente, antes de la refrigeraciôn, o a 5°C, finalizada ésta, se encontraron valores menores 
(aunque no significativos) de SMI y % de espermatozoides con acrosomas intacto a la 
descongelaciôn en las muestras cargadas en las pajuelas a temperatura ambiente. En la 
incubaciôn post-descongelaciôn (desde 1,5 h hasta 4,5 h de incubaciôn) se encontraron 
valores significativamente menores de SMI en las muestras cargadas a temperatura 
ambiente (antes de la refrigeraciôn). Estos resultados pueden deberse a que cuando las 
pajuelas se cargan antes de la refrigeraciôn el volumen de suspensiôn espermâtica que se 
somete a la bajada de temperatura (50 pl/pajuela) es menor que cuado se cargan las 
pajuelas al finalizar la refrigeraciôn, ya que se réfrigéra la muestra compléta (-300 pi) en un 
microtubo hasta aîcanzar los 5°C. Por ello el descenso de temperatura muy posiblemente 
sea mâs râpido en las primeras que en las segundas y los espermatozoides experimentan 
un estrés térmico mâs agudo. Pese a estos resultados hay que senalar que en condiciones 
de campo no es generalmente posible el rellenado de las pajuelas a 5°C, ya que las neveras 
disponibles no presentan condiciones adecuadas para manipular el semen o, en ocasiones 
no se dispone de nevera. Por estos motivos serâ necesario anticipar y asumir el ligero 
descenso de calidad de las muestras de semen que se congelen empleando la carga de 
pajuelas a temperatura ambiente.
Se examiné el efecto del método de congelaciôn de pajuelas en vapores de 
nitrôgeno, en 1 nivel, a 5 cm sobre la superficie del nitrôgeno liquido, durante 5 min, o en 2 
niveles, a 7,5 cm y 2,5 cm de la superficie del nitrôgeno liquido, 1 min en cada uno. La 
congelaciôn empleando el sistema de 2 niveles résulté significativamente mejor para la 
motilidad y la integridad acrosômica que la congelaciôn en 1 nivel, tal como se observô en el 
momento de la descongelaciôn como en la incubaciôn posterior. Estos resultados coinciden 
con los obtenidos en otro trabajo con espermatozoides eyaculados de gato doméstico segùn 
los cuales las tasas de congelaciôn mâs lentas (de 3,85-43°C/min entre 5°C y -40°C) 
resultaron en mayores porcentajes de espermatozoides môtiles y con el acrosoma intacto a 
la descongelaciôn que las tasas mâs râpidas (Zambelli et al. 2002).
El anâlisis de las interacciones entre factores que pueden afectar al proceso de 
criopreservaciôn sugiere que el ahadido de glicerol en una o varias etapas tiene o no efecto 
significativo sobre la motilidad y la integridad acrosômica de los espermatozoides después
de descongelar segùn el diluyente que se emplee. No existen estudios detallados sobre 
espermatozoides de gato doméstico evaluando la interacciôn de factores que inciden sobre 
el éxito de la congelaciôn.
Se examiné la posible relaciôn entre paramètres espermàticos antes y después de la 
criopreservaciôn. Se encontrô una correlaciôn positiva y significativa entre la proporciôn de 
espermatozoides môtiles en fresco y a la descongelaciôn, y también entre la proporciôn de 
espermatozoides con acrosoma intacto, en fresco y después de la congelaciôn. Estos 
resultados sugieren que los valores de motilidad e integridad acrosômica de los 
espermatozoides epididimarios de gato pueden ser buenos predictores de la supervivencia 
espermâtica a la criopreservaciôn. También se encontrô una correlaciôn positiva y 
significativa entre el porcentaje de espermatozoides môtiles en fresco y la proporciôn de 
espermatozoides con acrosoma intacto a la descongelaciôn. La relaciôn inversa también fue 
positiva y significativa: se observô una buena correlaciôn entre el porcentaje de acrosomas 
intactos en fresco con el porcentaje de espermatozoides môtiles a la descongelaciôn. Estas 
correlaciones significativas pueden en parte deberse al hecho de que, en las muestras de 
espermatozoides epididimarios en fresco, existe una relaciôn positiva y significativa entre el 
porcentaje de espermatozoides môtiles y el % espermatozoides con acrosoma intacto. La 
relaciôn entre motilidad e integridad de acrosomas también se observô en las muestras 
descongeladas. Por otra parte, se identified una correlaciôn significativa entre el porcentaje 
de espermatozoides normales en fresco y el porcentaje de espermatozoides con acrosoma 
intacto a la descongelaciôn. Las correlaciones entre morfologia espermâtica y la integridad 
acrosômica en muestras frescas y descongeladas, y entre integridad acrosômica y motilidad 
son indicadoras de la relaciôn existante entre la morfologia espermâtica y la criosensibilidad. 
Estos resultados confirman por tanto que la proporciôn de espermatozoides 
morfolôgicamente normales y con acrosoma intacto son importantes indicadores de la 
supervivencia de los espermatozoides a la criopreservaciôn (Pukazhenthi et al. 2007). 
Ademâs apoyan los resultados obtenidos en otros trabajos segùn los cuales el porcentaje de 
espermatozoides normales y con el acrosoma intacto estân positivamente relacionados 
(Fukuda et al. 1989, Crosier et al. 2006), pero difieren de los obtenidos en otros trabajos 
realizados con espermatozoides epididimarios de gato doméstico, que no encontraron 
correlaciôn significativa entre el % de espermatozoides normales en fresco y % de 
acrosomas intactos después de descongelar (Axnér et al. 2004).
Fecundaciôn in vitro con espermatozoides criopreservados
El empleo del método de swim-up ha resultado muy bueno para incrementar la 
motilidad de espermatozoides epididimarios de gato doméstico criopreservados, pues 
permitiô obtener unos valores de indice de motilidad espermâtica (SMI) a la descongelaciôn
significativamente mayores que los observados después de una simple diluciôn de las 
muestras descongeladas. Sin embargo, el swim-up présenta el inconveniente de reducir 
sustancialmente la concentraciôn de espermatozoides en la suspensiôn, que puede ser 
critico en algunas especies de felinos dado el reducido numéro total de espermatozoides 
(Howard et al. 1993, Swanson et al. 2006) que puede recogerse en cada muestra y que, en 
ocasiones, condiciona tener que realizar, por ejemplo, una fecundaciôn in vitro con 
concentraciones espermâtica por debajo de lo deseado. De todos modos, el incremento en 
la proporciôn de espermatozoides môtiles no résulté en tasas de fecundaciôn mayores.
El resultado encontrado después del tratamiento de los espermatozoides 
criopreservados con 1 mM de pentoxifilina mostrô valores de SMI similares en las muestras 
descongeladas a las que les ahadiô el estimulante en el medio de descongelaciôn que en 
aquéllas a las que no se les ahadiô. Este resultado puede ser debido a la concentraciôn de 
pentoxifilina empleada, ya que el efecto de éste y otros estimulantes es dosis-dependiente 
(Stachecki et al. 1994). Nuestros resultados no concuerdas con los obtenidos en un trabajo 
anterior, también con espermatozoides epididimarios de gato doméstico criopreservados, en 
el que incluso con concentraciones que eran 2 ôrdenes de magnitud inferiores a 1 mM, tal 
como se ha utilizado en nuestro estudio, obtuvieron diferencias significativas de motilidad 
con respecto a la muestra control a la que no se ahadiô el estimulante (Stachecki et al. 
1994). Se seleccionô esta concentraciôn (1 mM) para nuestros ensayos sobre la base de 
resultados obtenidos en pruebas preliminares en las que se encontrô que los 
espermatozoides no sobrevivieron a concentraciones de 20 mM de pentoxifilina. Los 
resultados de integridad acrosômica obtenidos en este estudio representan los primeros 
anâlisis de evaluaciôn de este parâmetro espermâtico en espermatozoides de gato 
doméstico tratados con pentoxifilina y serân de utilidad para evaluar los efectos de 
inhibidores de fosfodiesterasa sobre la capacitaciôn y reacclôn acrosômica (Luvoni 2006). 
De todos modos, serâ necesario realizar mâs estudios para examinar los efectos de una 
combinaciôn de anâlogos de cAMP e inhibidores de fosfodiesterasa para maximizar el efecto 
de estimulaciôn de la motilidad.
Pese a que la criopreservaciôn de espermatozoides ocasiona alteraciones de la 
motilidad, la morfologia y la integridad estructural de los espermatozoides a la 
descongelaciôn y en consecuencia, también del potencial fecundante de los mismos (Luvoni 
et al. 2003b), sôlo con uno de los tratamientos de criopreservaciôn examinados (Biladyl con 
4% de glicerol ahadido en 1 etapa) se encontrô una reducciôn significativa en la tasa de 
fecundaciôn In vitro en relaciôn a la obtenida con espermatozoides frescos. Puede decirse 
por tanto que el TEST es un buen diluyente de congelaciôn para espermatozoides 
epididimarios de gato doméstico y que cuando se utiliza este diluyente, el ahadido de glicerol
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en 1 ô 3 etapas no afecta significativamente a la tasa de fecundaciôn in vitro con este tipo de 
espemnatozoides.
No se encontrô una correlaciôn significativa entre el porcentaje de oocitos 
fecundados y la motilidad, el % espermatozoides con acrosoma intacto o el % 
espermatozoides normales en fresco o después de descongelar. Estos resultados no 
concuerdan con los resultados obtenidos en otro trabajo con espermatozoides eyaculados y 
criopreservados de gato doméstico, donde se encontrô una correlaciôn significativa entre el 
SMI a la descongelaciôn y la tasa de penetraciôn de oocitos de gata doméstica madurados 
in vitro (Zambelli et al. 2006). Un motivo que podria explicar esta discrepancia podria estar 
relacionado con el hecho de que en nuestro estudio los oocitos se evaluaron en el momento 
de la primera divisiôn (a las 44 - 48 h post-inseminaciôn), en lugar de medir directamente la 
tasa de oocitos penetrados.
En conclusiôn, los resultados de este capitule muestran que airededor de 3/4 partes 
de la poblaciôn de gatos domésticos de Madrid es teratospérmica (con una proporciôn de 
espermatozoides normales <40%). Indican ademâs la existencla de diferencias interanuales 
pero no estacionales en los paràmetros espermàticos caracteristicos del gato doméstico, por 
lo que no puede hablarse de estacionalidad reproductiva en los machos de esta poblaciôn. 
Tampoco muestran un incremento de la producciôn espermâtica en gatos teratospérmicos.
No se han encontrado diferencias significativas a la descongelaciôn en la motilidad y 
el % de espermatozoides con el acrosoma intacto en suspensiones espermâticas 
epididimarias criopreservadas atribuibles al diluyente de congelaciôn (TEST o Biladyl), la 
tasa de refrigeraciôn (-0,5 ô -0,125°C/min), el ahadido de glicerol en 1 ô 3 etapas ni la carga 
de las pajuelas antes o después de la refrigeraciôn. Si se ha encontrado diferencias 
significativas en el SMI a la descongelaciôn relacionadas con el sistema de envasado de los 
espermatozoides y con la congelaciôn sobre vapores de nitrôgeno, resultando mejor las 
pajuelas que las pildoras y el sistema en 2 niveles (con una tasa de congelaciôn mâs lenta), 
que en 1 solo nivel. Se ha podido confirmar la importancia de la proporciôn de 
espermatozoides normales y con acrosoma intacto como indicadores de la supervivencia a 
la descongelaciôn, y también se observô una buena relaciôn entre proporciôn de 
espermatozoides môtiles antes y después de la congelaciôn.
El swim-up proporcionô valores de SMI a la descongelaciôn significativamente 
mayores que los encontrados en muestras descongeladas y diluidas, pero el swim-up no 
condujo a tasas de fecundaciôn in vitro significativamente mayores que las encontradas con 
diluciôn de espermatozoides. La suplementaciôn con 1 mM de pentoxifilina al medio de 
descongelaciôn no ha producido un incremento significativo de la motilidad de los 
espermatozoides a la descongelaciôn y tampoco ha generado tasas de fecundaciôn 
significativamente mayores que el logrado por muestras espermâticas no estimuladas.
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La criopreservaciôn de espermatozoides epididimarios de gato doméstico en TEST 
con 4% de glicerol ahadido en una etapa, empleando una tasa de refrigeraciôn lenta 
(0,125°C/min), almacenando la suspensiôn espermâtica en pajuelas y congelando en dos 
niveles sobre vapores de nitrôgeno permitiô obtener tasas de fecundaciôn in vitro que no 
difirieron significativamente de las obtenidas con espermatozoides en fresco. Por otra parte, 
la criopreservaciôn de espermatozoides epididimarios de gato doméstico en Biladyl con 4% 
de glicerol ahadido en una etapa, siguiendo una tasa de refrigeraciôn lenta (0,125°C/min), 
almacenando la suspensiôn espermâtica en pajuelas y congelando en dos niveles sobre 
vapores de nitrôgeno resultô en tasas de fecundaciôn in vitro significativamente mâs bajas 
que las obtenidas con espermatozoides en fresco, por lo que se descarta este diluyente para 
la criopreservaciôn de espermatozoides de gato. El TEST, por lo tanto, ha demostrado ser 
un buen diluyente de congelaciôn para espermatozoides epididimarios de gato doméstico.
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Capitulo 2
Efecto del almacenamiento de epididimos 
de gato doméstico {Felis catus) 
a 5°C sobre la calidad y la 
criopreservaciôn espermâticas
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Resumen
a recuperacion de gametos post mortem a partir de los epididimos puede 
constituir una poderosa herramienta para la conservacion de material genético muy valioso. 
El gato doméstico es un buen modelo para felinos salvajes y por ello hemos explorado en 
esta especie el efecto del tiempo de almacenamiento de epididimos después de la muerte 
del animal sobre la motilidad espermâtica y la integridad acrosômica, ambos después de la 
recuperaciôn de los gametos y tras su congelaciôn y descongelaciôn. También hemos 
examinado el efecto del tiempo de equilibrado de los espermatozoides con el glicerol antes 
de la congelaciôn. La motilidad variô significativamente entre las muestras procédantes de 
epididimos almacenados durante 0 h, 48 h ô 72 h; se observaron diferencias significativas 
después de la recuperaciôn de espermatozoides (SMI 55,91 ±2,02, 48,21±1,47 y 43,03±1,32, 
respectivamente; p<0,05) y después de la descongelaciôn (51,81 ±3,02, 41,90±2,14 y 
42,35±1,95%, respectivamente; p<0,05). El porcentaje de acrosomas intactos no variô 
significativamente con el tiempo de almacenamiento (promedio 60,33±1,38% después de la 
recuperaciôn y 52,50±1,91% post-descongelaciôn). El porcentaje de espermatozoides 
normales recuperados después de diferentes tiempos de almacenamiento no difiriô 
(promedio 19,22±1,25% de espermatozoides normales después de la recuperaciôn). 
Cuando los epididimos se almacenaron durante 72 h, el tiempo de equilibrado de los 
espermatozoides con el glicerol causô diferencias significativas después de la 
descongelaciôn en motilidad (SMI 39,17±2,76 y 45,00±2,65 para 30 y 120 min de 
equilibrado, respectivamente; p<0,05) y en integridad acrosômica (45,76±4,91% y 
60,67±3,64% para 30 y 120 min de equilibrado, respectivamente; p<0,05). Concluimos que 
los mejores resultados se alcanzan cuando los espermatozoides se recuperan de los 
epididimos tan pronto como es posible después de la muerte del animal y se dejan después 
equilibrar con el glicerol durante 120 min. Estos resultados tendrân importante aplicaciôn en 
el rescate de espermatozoides epididimarios de felinos amenazados, como el lince ibérico.
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Introducciôn
Hay 37 especies de felinos en el mundo y todas, a excepciôn del gato doméstico 
{Felis catus), estân amenazadas o en pellgro (lUCN 2008). La Investigaciôn sobre la 
reproducciôn de félines no domésticos es necesaria para desarrollar programas de gestion y 
conservaciôn genética mâs eficaces (Swanson 2003). Sin embargo, estas investigaciones 
son muchas veces dificiles de desarrollar en especies amenazadas por la existencia de solo 
unos pocos individuos en cautividad. Portante, la investigaciôn de la reproducciôn de felinos 
puede beneficiarse del use de especies modelo (Wildt et al. 1986b, Pukazhenthi et al. 
2006a). El gato doméstico se ha usado frecuentemente como modèles para felinos salvajes 
dado que la mejora del conocimiento sobre la biologla y tecnologia reproductiva en esta y 
otras especies modelo puede beneficiar la conservaciôn de sus parientes salvajes (Pope 
2000).
El germoplasma criopreservado (espermatozoides, oocitos y embriones) puede ser 
almacenado casi indefinidamente en bancos de recursos genéticos (GRBs) como una 
réserva de la diversidad genética de las especies (Roldan y Gomendio 2009). La recogida y 
preservaciôn de espermatozoides maduros, en combinaciôn con técnicas de reproducciôn 
asistida (ARTs) como la inseminaciôn artificial, la fecundaciôn in vitro y la inyecciôn 
intracitoplasmâtica de espermatozoides podria un papel crltico en el mantenimiento de la 
biodiversidad animal. El empleo de espermatozoide maduros criopreservados ha sido el 
centro de las ARTs para estudiar y gestionar pequehas poblaciones de especies salvajes 
(Pukazhenthi et al. 2007). Las ARTs tienen un tremendo potencial en programas de 
conservaciôn de poblaciones de felinos en peligro (Swanson 2006). La criopreservaciôn de 
espermatozoides es por lo tanto imprescindible para realizar una adecuada preservaciôn de 
la diversidad genética en especies de felinos (Luvoni 2006) y su uso posterior en ARTs para 
permitir el flujo genético en o entre poblaciones de vida libre o cautivas sin requérir la 
presencia real y/o la actividad copuladora del macho (Pukazhenthi et al. 2006a, Swanson et 
al. 2007).
Los espermatozoides maduros pueden recuperarse después de eyaculaciôn por 
electroestimulaciôn, o a partir de los epididimos y/o conductos deferentes post mortem 
(Jewgenow et al. 1997, Silva et al. 2004, Roldan y Gomendio 2009). No parecen existir 
grandes diferencias entre espermatozoides eyaculados y epididimarios con respecto a la 
motilidad, la integridad de membrana plasmatica, la morfologla espermàtica o la integridad 
acrosômica examinadas antes o después de la criopreservaciôn (Luvoni 2006, Tebet et al. 
2006, Hermansson y Axnér 2007). El tiempo de capacitaciôn para espermatozoides 
epididimarios y eyaculados tampoco parece diferir (Goodrowe et al. 1988). Ambos tipos, 
epididimarios y eyaculados, congelados-descongelados son capaces de fecundar In vitro
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(Bowen 1977, Niwa et al. 1985, Hay y Goodrowe 1993, Lengwinat y Blottner 1994) o 
mediante inyecciôn intracitoplasmâtica de espermatozoides (Bogliolo et al. 2001).
Para asegurar el almacenamiento de muestras de espermatozoides epididimarios de 
buena calidad, la recogida y el procesado deberian ser, idealmente, llevados a cabo 
inmediatamente después de la muerte del animal. Las células espermâticas pueden 
sobrevivir durante algùn tiempo en los epididimos de animales muertos, pero se producirâ el 
deterioro de la calidad espermàtica siguiendo a los cambios relacionados con la 
descomposiciôn del cuerpo (Songsasen et al. 1998) y esto se incrementarâ a medida que 
aumente el tiempo transcurrido post mortem. En especies salvajes la muerte puede ocurrir 
como resultado de accidentes (ej. atropellados por un coche) o enfermedades, y por tanto 
sera impredecible y, ademâs, ocurrirâ lejos del laboratorio. El almacenamiento en 
refrigeraciôn (5°C) puede prolonger la supervivencia de los espermatozoides en los 
epididimos, reduciendo el dano y proporcionando mâs tiempo para la recuperaciôn y el 
procesado de las muestras espermâticas. La recuperaciôn post mortem de espermatozoides 
puede représenter una opciôn reproductiva para machos que no se han reproducido todavia 
o la posibilidad de una ultime recuperaciôn de espermatozoides para preserver unos 
valiosos recursos genéticos que de otra forma se perderian para siempre (Goodrowe et al.
2000).
Se han recogido espermatozoides de los epididimos de varias especies (ej. Kikuchi 
et al. 1998, Kishikawa et al. 1999, Yu y Leibo 2002) incluyendo al gato doméstico (ej. Hay y 
Goodrowe 1993, Lengwinat y Blottner 1994, Tittarelli et al. 2006). Hasta ahora los estudios 
han examinado la calidad espermàtica transcurridos varies dies de almacenamiento de los 
epididimos a 5°C. Los resultados han mostrado que en estes cases que hay un descenso de 
la motilidad espermàtica (Tittarelli et al. 2006). Pocos estudios han examinado la integridad 
acrosômica (factor esencial para asegurar la capacidad fecundante de los espermatozoides) 
tras varios dias de almacenamiento (Tittarelli et al. 2006, Axnér et al. 2004). Ademâs muy 
pocos estudios han evaluado la capacidad de los espermatozoides de soportar la 
criopreservaciôn después del almacenamiento de los epididimos por varios dias a 5°C (Hay 
y Goodrowe 1993).
La criopreservaciôn causa un descenso significativo de la motilidad y la viabilidad de 
los espermatozoides (Watson 2000). Ademâs la congelaciôn y descongelaciôn puede 
provocar el daho del acrosoma en una proporciôn muy alta de espermatozoides (Swanson y 
Wildt 1997), que comprometa la capacidad fecundante de los mismos. La proporciôn de 
espermatozoides normales e intactes es un importante predictor de la supervivencia 
espermàtica a la criopreservaciôn (Pukazhenthi et al. 2007). Por otra parte, se ha 
demostrado que los espermatozoides de diferentes especies varian en su sensibilidad a la 
congelaciôn (ej., diferencias en su resistencia al choque térmico) (Loskutoff et al. 1996,
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Leibo y Bradley 1999, Leibo y Songsasen 2002) y, en consecuencia, es necesario ajustar los 
protocoles de criopreservaciôn a las diferentes especies. Un factor que puede afectar a la 
supervivencia a la congelaciôn es el tiempo de exposiciôn de los espermatozoides al agente 
crioprotector (usualmente glicerol), dado que largos tiempos de exposiciôn pueden ser 
perjudiciales (Nelson et al. 1999, Luvoni et al. 2003b). Es por tanto necesario valorar si los 
espermatozoides almacenados en los epididimos durante diferentes périodes varian en el 
tiempo necesario de equilibrado con el glicerol.
Los objetivos de este estudio fueron, utilizando espermatozoides epididimarios de 
gato doméstico como modelo, analizar (a) el efecto del tiempo de almacenamiento de los 
epididimos post mortem sobre la calidad espermàtica y la supervivencia después de la 
criopreservaciôn (b) el efecto de diferentes tiempos de exposiciôn al crioprotector (glicerol) 
antes de la congelaciôn (tiempo de equilibrado) sobre la calidad espermàtica después de la 
descongelaciôn (c) el efecto de ambos, tiempo de almacenamiento y de equilibrado en la 
longevidad espermàtica post-descongelaciôn.
Material y métodos
Animales
Las muestras empleadas en la realizaciôn de este trabajo se obtuvieron, durante 
todo el ano, después de las castraciones realizadas en clinicas veterinarias y sociedades 
protectoras de animales de Madrid. Los testiculos y los epididimos se colocaron en una 
boisa de plâstico con autocierre y la boisa dentro de un contenedor de porexpân en el que 
se transporté a temperatura ambiante hasta el laboratorio, entre 2 - 12h después de la 
cirugia (ver capitule 1).
Recogida de espermatozoides epididimarios
Las muestras se asignaron aleatoriamente a une de los 8 grupos expérimentales: 
cuatro tiempos de almacenamiento (0 (control), 24, 48 y 72 h a 4-5 °C) y dos tiempos de 
equilibrado con el glicerol (30 ô 120 min). Los epididimos control se manipularon a 
temperatura ambiante mientras que todas las demâs se almacenaron en una câmara fri a 
(5°C) durante diferentes tiempos. Los epididimos se diseccionaron y cortaron 
transversalmente con una hoja de bisturi, y las colas epididimarias (la porciôn distal) se 
colocaron en 0,4 ml de un criodiluyente (ver mâs abajo) en una plaça de Pétri (35 x 10 mm. 
Falcon 351008, Becton Dickinson, Le Pont De Claix, Francia) durante 10 min. El 
criodiluyente se enfriô previamente a 5°C, excepte para las muestras control con las que se 
utilizô en diluyente de congelaciôn a temperatura ambiante. Como criodiluyente se utilizô 
une basado en buffer Tris, compuesto por 2,42% Tris, 1% fructosa, 1,38% âcido citrico, 20% 
yema de huevo y 4% de glicerol (Biladyl, Minitüb, Tiefenbach, Alemania). El diluyente de
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congelaciôn se suplementô con una mezcla de antibiôticos (tilosina-gentamicina- 
espectinomicina-lincomicina; Minitüb catâlogo 13500/0005). El Biladyl se suministra en dos 
soluciones, A con 0% de glicerol, y B con 14% de glicerol, que se mezclaron para obtener 
una concentraciôn final de 4% glicerol.
Evaluaciôn de espermatozoides
En primer lugar se evaluô el volumen de suspensiôn espermàtica (con una 
micropipeta) y se transfiriô a un microtubo estéril (1,5 ml). Después se colocô una alfcuota 
entre porta y cubreobjetos precalentados a 37°C y se examiné el porcentaje de 
espermatozoides môtiles y la calidad de la motilidad (escala de 0 a 5; Howard et al. 1986) 
utilizando ôptica de contraste de fases. Los valores de motilidad se utilizaron para calcular el 
Indice de Motilidad Espermàtica (SMI):
SMI -  + {calidad x 20)
"  2
Una alfcuota (5 pl) de la suspensiôn espermàtica se fijô con una soluciôn de 
glutaraldehfdo al 1% en tampôn 0,165 M de cacodilato (pH 7,3) para estimar la 
concentraciôn espermàtica utilizando una càmara de Neubauer. Otra alfcuota (10 pl) se fijô 
con 250 pl de una soluciôn de paraformaldehfdo al 4% en una soluciôn tampôn 110 mM de 
Na2HP04 y 2,5 mM de NaH2P04 (pH 7,4) (ver capitule 1) que se almacenaron a 5°C hasta 
ser procesados para preparar frotis que se tiheron después con azul de Coomassfe (Larson 
y Miller 1999) para valorar la morfologfa espermàtica y la integridad acrosômica.
Para valorar la morfologfa un total de 100 espermatozoides se evaluaron bajo ôptica 
de campo claro y se clasificaron como normales, o con anormalidades de cabeza, pieza 
media o reste del flagelo (ver capitule 1). La integridad acrosômica se valorô contando otros 
100 espermatozoides de cada muestra; los acrosomas se clasificaron como intactes, 
dahados o perdidos (Pukazhenthi et a i 2006b).
Criopreservaciôn de espermatozoides
Una vez transcurrido el tiempo de maceraciôn de los epididimos se eiiminaron los 
restes de epididimos y los espermatozoides se mantuvieron en el criodiluyente, en contacte 
con el agente crioprotector (glicerol), durante 30 o 120 min para que se equilibren, antes de 
la congelaciôn. Una vez transcurrido el tiempo de equilibrado se cargaron 50 pl de 
suspensiôn espermàtica en pajuelas cortadas (ver capitule 1) a temperatura ambiante 
(muestras control) o a 5°C en una càmara fria, segùn se tratase de las muestras control o 
almacenadas, respectivamente. Antes de la carga, se cortaron las pajuelas (ver capitule 1). 
Después de rellenarlas a temperatura ambiante, las muestras control se llevaron a 5°C en 
30 ô 120 min. En una serie de expérimentes diferentes, los espermatozoides se recogieron a
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temperatura ambiante de epididimos frescos (no almacenados), que se refrigeraron en 120 
min hasta alcanzar los 5°C y por ultimo se cargaron en pajuelas dentro de una câmara fria. 
Después de cargarlas, las pajuelas se cerraron con un sellador térmico (ERSA, Minitüb), y 
se congelaron en vapores de nitrôgeno utilizando un sistema de congelaciôn en 2 pasos 
(Pukazhenthi et al. 2007; ver capitule 1) y transferidas a un tanque de nitrôgeno liquide 
donde se almacenaron.
Descongelaciôn y evaluaciôn de espermatozoides
Las pajuelas se descongelaron por exposiciôn al aire (a temperatura ambiante) 
durante 10 s y a continuaciôn se sumergieron en un baho maria con dorure de sodio al 0,9 
% (p/v); ver capitule 1) estéril a 37°C durante 30 s. Trascurrido este tiempo el contenido de 
la pajuela se vertiô en un microtubo estéril (1,5 ml) precalentado a 37°C. Inmediatamente 
después de la descongelaciôn, la suspensiôn espermàtica se diluyô (1:3 v/v) lentamente con 
medio F-10 de Ham tamponade con Hepes (Irvine Scientific catalogo 99168, Izasa, 
Barcelona, Espaha) al que se ahadiô un suplementô para el medio F-10 de Ham 
(Gentamicin-50X. Irvine Scientific, catâlogo 1290127, Izasa), que se suministra liofilizado y 
proporciona una concentraciôn final (al diluir 1:50) de 1 mM de glutamina, ImM de piruvato y 
10 pg/ml de gentamicina. Ademâs se suplementô con con suero fetal bovine inactivado 
(FBS) (5%), L-glutamina (0,292 mg/ml), piruvato (0,110 mg/ml) y antibiôticos (130 u.i. 
penicilina/ml, 130 pg estreptomicina/ml y 260 pg neomicina/ml). Se tomaron alicuotas para 
evaluar la motilidad y fijar para la posterior evaluaciôn de la integridad acrosômica post- 
descongelaciôn. El reste de la suspensiôn espermàtica se incubô a 37°C en atmôsfera de 
aire, y se tomaron muestras para evaluaciôn de motilidad e integridad acrosômica a 1,5, 2,5 
y 3,5 h post-descongelaciôn.
Diseno experimental y anàlisis estadisticos
Para analizar las diferencias en motilidad e integridad acrosômica a lo largo de 
proceso de criopreservaciôn que pueden deberse al efecto del tiempo de almacenamiento 
de los epididimos y de equilibrado de los espermatozoides se utilizô un diseno factorial de 4 
X 2 niveles. Los datos se analizaron con la versiôn 11.5 de SPSS. Los resultados se 
presentaron como mediaiSEM. Un valor de p<0,05 se considéré estadisticamente 
significativo. Las diferencias de paramètres espermâticos entre anos y dentro de cada aho 
se analizô mediante ANOVA de una via y el test post hoc de Tukey. El efecto de el tiempo 
de almacenamiento y de equilibrado sobre el SMI y el % de acrosomas intactes se 
analizaron mediante un ANOVA de dos vias y contrastes post hoc. Las diferencias entre las 
muestras control refrigeradas (hasta 5°C) durante 120 min y cargadas en pajuelas antes o 
después de la refrigeraciôn se evaluaron mediante un test de t para muestras
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independientes. En todos los casos se exploraron previamente los supuestos de normalidad 
y homocedasticidad. Las relaciones entre paramétrés espermâticos se analizaron mediante 
correlaciôn no paramétrica de Spearman.
Resultados
Espermatozoides recogidos de epididimos de gato doméstico almacenados
Las muestras espermâticas se recogieron de los epididimos durante 3 anos (2005-
2007). La comparaciôn de parâmetros espermâticos entre anos no mostrô diferencias 
significativas. De forma parecida, tampoco se observaron diferencias de calidad a lo largo 
del ano.
La comparaciôn de dos grupos de muestras control, esto es, espermatozoides 
extraidos de los epididimos sin almacenamiento previo de éstos y cargados en pajuelas 
antes o después de la refrigeraciôn de la suspensiôn espermàtica hasta 5°C, no revelô 
diferencias significativas en el SMI o el % de acrosomas intactos durante el proceso de 
criopreservaciôn e incubaciôn postdescongelaciôn. Por tanto, en el resto de experimentos 
las muestras se cargaron en las pajuelas a temperatura ambiante y después se refrigeraron 
y congelaron.
Tabla 2.1. Parâmetros espermâticos del gato doméstico después del almacenamiento de los 
epididimos durante diferentes tiempos a 5°C.
Tiempo de almacenamiento de los epididimos (h)
0 24 48 72
Numéro de machos 22 36 28 40
Motilidad (%) 56,83±2,47 = 54,1712,10 = 50,5412,11 = 41,5011,57"
Calidad de la motilidad (escala 0 - 5) 2,7510,17='' 2,6110,08" 2,2910,07 = 2,1910,07="
Indice de Motilidad Espermàtica 
(SMI) 55,91 ±2,02 =" 53,5311,62" 48,2111,47"^ 43,0311,32"
Espermatozoides morfolôgicamente 
normales (%) 17,8412,28 18,7212,40 19,9612,61 20,0012,54
Espermatozoides con acrosoma 
intacto (%) 55,2913,49 60,9412,23 63,6913,35 60,2312,43
Los espermatozoides se recuperaron en Biladyl con 4% de glicerol.
Diferentes letras en las columnas indican diferencias significativas entre tiempos de almacenamiento 
de los epididimos.
Se encontraron diferencias significativas (p<0,01) debidas al tiempo de 
almacenamiento de los epididimos, en el % espermatozoides môtiles, la calidad de la 
motilidad y, consecuentemente, en el SMI en las muestras recién extraidas (Tabla 2.1). El 
SMI disminuyô significativamente tras 48 h (48,21 ±1,47) y 72 h de almacenamiento 
(43,03+1,32) con respecto a las muestras control (epididimos no almacenados) (55,91 ±2,02) 
(Tabla 2.1, Figs. 2.1 A, B). En contraste, el % de espermatozoides normales y el % de
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acrosomas intactos fue similar en el control y después del almacenamiento durante 24, 48 ô 
72 h (Tabla 2.1, Figs. 2.1 C, D).
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Fig. 2.1. Criopreservaciôn de espermatozoides de gato doméstico después del almacenamiento de 
los epididimos durante 0, 24, 48 y 72 h a 5°C. Los espermatozoides se recogieron en Biladyl con 20% 
de yema de huevo y 4% de glicerol. El tiempo de equilibrado de los espermatozoides con el glicerol 
fue (A,C) 30 min o (B,D) 120 min. (A,B) SMI y (C,D) % acrosomas intactos. Pasos de la 
criopreservaciôn: 1, tras el anadido del criodiluyente (juste después de la recogida); 2, después del 
equilibrado con el glicerol (juste antes de congeler); 3, después de descongelar y diluir en medio F-10 
de Ham suplementado con 5% de FBS. Barras blancas, control; sin almacenamiento: barras gris 
claro, epididimos almacenados 24 h; barras gris oscuro, epididimos almacenados 48 h; y barras 
negras, epididimos almacenados 72 h. En cada tiempo de almacenamiento (0, 24, 48, 72 h), no se 
observaron diferencias significativas durante el proceso de criopreservaciôn. En cada paso de la 
criopreservaciôn (1, 2 ô 3), Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos de 
almacenamiento. N = 100 machos asignados aleatoriamente a los grupos.
Criopreservaciôn espermàtica después de! almacenamiento de los epididimos
Hubo diferencias significativas en el SMI después de la recuperaciôn de los 
espermatozoides cuando los epididimos fueron almacenados a 5°C durante tiempos 
diferentes (Fig. 2.1A, B). Durante la criopreservaciôn de suspensiones espermâticas 
equilibradas con el glicerol durante 30 min, se notô un ligero declive del SMI en las muestras
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obtenidas a partir de epididimos frescos, pero las diferencias entre el memento de la 
recogida (SMI 58,5±3,46) y el de después de la descongelaciôn (SMI 46,67±4,58) no fueron 
significativas. Por el contrario no se observô ningùn declive en el SMI durante la 
criopreservaciôn de los espermatozoides procedentes de epididimos frescos equilibrados 
con el glicerol durante 120 min. En los espermatozoides recogidos de epididimos 
almacenados durante 24 - 72 h, no se observaron cambios en el SMI durante la 
criopreservaciôn (Figs. 2.1 A, B). Las diferencias iniciales en el SMI vistas entre 
espermatozoides recogidos de epididimos almacenados por tiempos diferentes también 
estuvieron présentes después de la descongelaciôn, para cualquiera de los dos tiempos de 
equilibrado con el glicerol estudiados (Figs. 2.1 A, B). Con un tiempo de equilibrado de 120 
min el SMI post-descongelaciôn mâs alto lo encontramos en el grupo control (SMI 
56,94±3,33), significativamente mayor del registrado en las muestras almacenadas durante 
24 h (SMI 48,93±1,90), 48 h (SMI 42,5±3,69) ô 72 h (SMI 45,00±2,65).
No se observaron diferencias importantes en el % de espermatozoides con el 
acrosoma intacto después de la recuperaciôn, independientemente del tiempo de 
almacenamiento de los epididimos. Durante la criopreservaciôn, no se observô descenso 
significativo en la integridad acrosômica dentro de cada grupo (tiempo de almacenamiento 
de epididimos).
Cuando los espermatozoides descongelados se incubaron en medio F-10 con un 5% 
de FBS, se observô un declive en el SMI en todas las muestras, para todos los tiempos de 
almacenamiento de epididimos o de equilibrado de espermatozoides y glicerol. Las 
diferencias significativas en el SMI vistas a la descongelaciôn en los espermatozoides 
sometidos a diferentes tiempos de almacenamiento se mantuvieron durante la incubaciôn 
posterior. Esto fue mâs évidente para los espermatozoides equilibrados durante 30 min (Fig. 
2.2A) que para los equilibrados durante 120 min (Fig. 2.2B). Después de 3,5 h de 
incubaciôn, los espermatozoides de epididimos almacenados durante 72 h tuvieron un SMI 
significativamente mener cuando fueron equilibrados 30 min antes de la congelaciôn que 
cuando fueron equilibrados 120 min (Figs. 2.2A, B).
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Fig. 2.2. Incubaciôn postdescongelaciôn de espermatozoides de gato doméstico criopreservados 
después del almacenamiento de los epididimos durante 0, 24, 48 ô 72 h a 5°C. SMI de los 
espermatozoides durante la incubaciôn postdescongelaciôn a 37°C en medio F-10 de Ham con 5% 
FBS. Espermatozoides equilibrados con glicerol durante (A) 30 min o (B) 120 min antes de la 
congelaciôn. Barras blancas, control; sin almacenamiento; barras gris claro, epididimos almacenados 
24 h; barras gris oscuro, epididimos almacenados 48 h; y barras negras, epididimos almacenados 72 
h. En cada tiempo de almacenamiento (0, 24, 48, 72 h), no se observaron diferencias significativas 
durante la incubaciôn. En cada tiempo de la incubaciôn, los asteriscos indican las diferencias 
significativas (p<0,05) entre tiempos de almacenamiento de los epididimos. N = 100 machos 
asignados aleatoriamente a los grupos (los mismos machos que en la Fig. 2.1).
Tiempo de equilibrado con el crioprotector
En muestras espermâticas recogidas de epididimos almacenados durante 0, 24 ô 48 
h, y equilibrados con el glicerol durante 30 ô 120 min no hubo diferencias significativas ni en 
SMI ni en integridad acrosômica post-descongelaciôn. Por otra parte cuando los epididimos 
se almacenaron durante 72 h antes de la recolecciôn y criopreservaciôn de los 
espermatozoides hubo diferencias entre los dos tiempos de equilibrado con el glicerol (30 vs 
120 min). Transcurrido el tiempo de equilibrado (antes de la congelaciôn), no se observaron 
diferencias en el SMI (Fig. 2.3A) pero se registrô un % de espermatozoides con acrosoma 
intacto significativamente mayor cuando se dejaron los espermatozoides en contacte con el 
crioprotector durante 120 min (Fig. 2.3B). Después de descongelar, hubo diferencias 
significativas tanto en SMI (Fig. 2.3A) como en el % de acrosomas intactos (Fig. 2.3B), 
alcanzândose mayores valores en las muestras equilibradas durante 120 min.
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Fig. 2.3. Criopreservaciôn de espermatozoides de gato doméstico después de! almacenamiento de 
los epididimos durante 72 h y equilibrado con el glicerol durante 30 ô 120 min. Los espermatozoides 
se recogieron en un diluyente con base Tris (Biladyl) con 20% yema de huevo y 4% de glicerol. (A) 
Indice de Motilidad Espermàtica (SMI) y (B) % acrosomas intactos. Pasos de la criopreservaciôn: 1, 
tras el anadido del criodiluyente (juste después de la recogida); 2, después del equilibrado con el 
glicerol (juste antes de congelar); 3, después de descongelar y diluir en medio F-10 de Ham 
suplementado con 5% de FBS. Barras blancas, 120 min de equilibrado; barras negras, 30 min de 
equilibrado. Para cada tiempo de equilibrado (30 min, 120 min), no se observaron diferencias 
significativas durante el proceso de criopreservaciôn. En cada paso de la criopreservaciôn (1, 2 ô 3), 
los asteriscos indican diferencias significativas entre los tiempos de almacenamiento de los 
epididimos (p<0,05). N = 38 machos distribuidos aleatoriamente entre los grupos.
La incubaciôn postdescongelaciôn de espermatozoides equilibrados con el glicerol 
durante 30 ô 120 min (procedentes de epididimos almacenados durante 72 h antes de la 
recuperaciôn de los mismos) revelô que las diferencias en el SMI vistas después de la 
descongelaciôn se mantienen por encima de las 3,5 h de incubaciôn, con valores 
significativamente mâs altos en las muestras equilibradas durante 120 min (Fig. 2.4).
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Fig. 2.4. Incubaciôn post-descongelaciôn de 
espermatozoides de gato doméstico criopreservados 
después del almacenamiento de los epididimos durante 
72 h a 5°C y equilibrados con glicerol durante 30 ô 120 
min antes de la congelaciôn. SMI de los 
espermatozoides durante la incubaciôn post­
descongelaciôn a 37°C en medio F-10 de Ham con 5% 
FBS. Barras blancas, 120 min de equilibrado; barras 
negras, 30 min equilibrado. En cada tiempo de 
equilibrado (30 ô 120 min), no se encontraron 
diferencias significativas durante la incubaciôn. Para 
cada tiempo de la incubaciôn los asteriscos indican 
diferencias significativas entre tiempos de equilibrado 
(p<0,05). N=38 machos distribuidos aleatoriamente 
entre los grupos (los mismos machos que en la Fig. 
2.3).
No se encontrô interacciôn significativa entre el tiempo de almacenamiento de los 
epididimos y de equilibrado con el crioprotector (glicerol).
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Correlaciôn entre la morfologla espermàtica y los danos en los espermatozoides inducidos 
por el almacenamiento o la criopreservaciôn
No hubo incremento en la proporciôn de espermatozoides anormales o acrosomas 
danados durante el proceso de almacenamiento (Tabla 2.1). No se encontrô relaciôn entre 
el % de espermatozoides normales, o el % de acrosomas intactos, y la motilidad (% de 
espermatozoides môtiles o SMI) entre las muestras espermâticas recién recogidas.
Se examinaron las posibles relaciones entre los porcentajes de espermatozoides 
normales o con acrosoma intacto de las muestras espermâticas recién recogidas y la 
motilidad espermàtica e integridad acrosômica post-descongelaciôn. No se encontraron 
diferencias significativas, analizando los grupos expérimentales (almacenamiento de 
epididimos durante 0, 24, 48 ô 72 h) por separado o conjuntamente. Si se encontrô 
correlaciôn significativa (p<0,003) entre el % de acrosomas intactos y el % de 
espermatozoides môtiles después de la descongelaciôn en todos los grupos expérimentales.
DIscusIôn
Este estudio ha examinado los efectos del tiempo de almacenamiento de los 
epididimos antes de la recogida de los espermatozoides, y del tiempo de equilibrado con 
glicerol, sobre la motilidad y la integridad acrosômica después de la recuperaciôn y después 
de la criopreservaciôn espermàtica. Se ha usado el gato doméstico como modelo para 
felinos salvajes, con el objetivo de evaluar el efecto del tiempo transcurrido entre la muerte 
del animal y la recuperaciôn de los espermatozoides sobre la conservaciôn de este material 
biolôgico en un banco de recursos genéticos. Los resultados mostraron que un incremento 
en el tiempo de almacenamiento afecta negativamente a la motilidad espermàtica en el 
momento de la recuperaciôn y la supervivencia espermàtica después de la criopreservaciôn. 
Ademâs, un tiempo de equilibrado con el glicerol de 120 min proporcionô mejores resultados 
que una exposiciôn al glicerol de sôlo 30 min.
El almacenamiento de epididimos durante diferentes periodos antes de la 
recuperaciôn de espermatozoides viables se ha logrado en el ratôn (Kishikawa et al. 1999), 
dog (Yu y Leibo 2002), y en varios animales domésticos (cerdo: Kikuchi et al. 1998; carnero: 
Kaabi et al. 2003; toro: Martins et al. 2009), y ungulados salvajes (ciervo sika: Hishinuma et 
al. 2003; ciervo rojo ibérico: Soler et al. 2005; bùfalo: Friedmann et al. 2000, Kilian et al. 
2000; eland: Kilian et al. 2000, Bisset et al. 2005). Otros estudios con gato doméstico 
(Tittarelli et al. 2006), ratôn (Kishikawa et al. 1999), ciervo sika (Hishinuma et al. 2003) y 
ciervo rojo (Soler et al. 2003) han mostrado que la viabilidad espermàtica es mâs resiliente 
al tiempo de almacenamiento que la motilidad espermàtica y que la viabilidad no se ve 
afectada negativamente por diferentes tiempos de almacenamiento entre la muerte del
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animal y la recuperaciôn de los espermatozoides. Se han obtenido fetos normales vivos de 
ratôn mediante inyecciôn intracitoplasmâtica de espermatozoides con espermatozoides 
inmôtiles recuperados 20 dias después de la muerte (Kishikawa et al. 1999).
Hemos encontrado que la motilidad de los espermatozoides epididimarios de gato 
doméstico se vio afectada por el tiempo de almacenamiento de los epididimos. Un periodo 
corto, de airededor de 24 h, no causa descenso significativo de la motilidad en el momento 
de la recuperaciôn, lo cual concuerda con las conclusiones obtenidas previamente con 
epididimos almacenados durante una noche (Hay y Goodrowe 1993). Por otra parte, 
almacenamientos mâs largos durante 48 - 72 h reducen la motilidad significativamente, en 
concordancia con estudios en los cuales los epididimos se habian almacenado durante 72 h 
(Tittarelli et al. 2006) aunque debe sehalarse que en el ultimo estudio mencionado la 
proporciôn de los espermatozoides môtiles fue mucho mâs baja que la vista en el présente 
trabajo. El efecto negativo del tiempo de almacenamiento de los epididimos sobre la 
motilidad es similar al visto cuando los espermatozoides epididimarios de gato doméstico se 
recuperan después de la castraciôn, se refrigeran a 5°C y se incuban durante 72 h, 
observândose también una reducciôn significativa de la motilidad (Villaverde et al. 2006). No 
obstante, parece que los espermatozoides epididimarios de gato doméstico pueden 
mantenerse a 4-5°C durante 14 dias conservando airededor del 50% se espermatozoides 
môtiles y del 85% de espermatozoides viables después de este tiempo (Harris et al. 2001). 
Pese al descenso de la motilidad debido al almacenamiento en refrigeraciôn, algunos 
estudios han concluido que la refrigeraciôn los espermatozoides de gato doméstico a 4°C, y 
su uso durante 2-3 dias después de la recogida, puede ser mejor que la criopreservaciôn 
(Siemieniuch y Dubiel 2007) debido probablemente a la facilidad y ventajas que ofrece el 
procedimiento.
En epididimos no almacenados, el % de espermatozoides con el acrosoma intacto 
(promedio airededor del 60%) no fue muy diferente de los vistos en otro estudio con gato 
doméstico (airededor del 67%; Axnér et al. 2004) pero fue menor que los resultados 
observados por otros autores (airededor del 80%; Tittarelli et al. 2006). No observamos 
descenso considerable de la proporciôn de acrosomas intactos durante un almacenamiento 
de hasta 72 h; en ocasiones, hubo sôlo un ligero descenso. Estos resultados concuerdan 
con los encontrados en estudios previos, que también encontraron una alta proporciôn de 
acrosomas intactos para almacenamientos durante 24 h (Hay y Goodrowe 1993) o de hasta 
72 h (Tittarelli et al. 2006).
Los espermatozoides recuperados de epididimos almacenados a 5°C durante 24 h 
fueron capaces de sobrevivir a la criopreservaciôn, sin diferencias observadas en SMI o 
integridad acrosômica después de la descongelaciôn con respecto a los valores vistos en 
espermatozoides recuperados en menor tiempo. Estos resultados se dieron con
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independencia de que el tiempo de equilibrado de los espermatozoides y el glicerol fueran 
30 ô 120 min antes de la congelaciôn. El descenso en el SMI a la descongelaciôn se 
encontrô cuando los epididimos se almacenaron 48 ô 72 h y cuando los espermatozoides se 
equilibraron durante 30 ô 120 min. Por tanto, cuanto mâs breve sea el intervalo transcurrido 
hasta la extracciôn de los espermatozoides de los epididimos, mayor serâ el SMI después 
de la descongelaciôn. Las diferencias en el SMI notada a la extracciôn y después de la 
descongelaciôn se mantuvieron durante la incubaciôn post-descongelaciôn. Estos 
resultados sugieren que para el rescate future de espermatozoides epididimarios de felinos 
salvajes, es aconsejable una râpida recuperaciôn y criopreservaciôn para asegurar una 
buena motilidad para su uso posterior en inseminaciôn artificial o IVF.
No se produjo sustancial reducciôn en la integridad acrosômica a la descongelaciôn 
incluse en espermatozoides recogidos de epididimos almacenados hasta 72 h. Estos 
resultados son mucho mejores que los encontrados incluse para un corto periodo de 
almacenamiento de los epididimos, donde se registrô una alta proporciôn de células con 
daho acrosômico (Hay y Goodrowe 1993, Lengwinat y Blottner 1994).
La comparaciôn de diferentes tiempos de equilibrado de los espermatozoides con el 
glicerol sobre el SMI y el % de acrosomas intactos revelô que los resultados fueron mejores 
con un periodo de equilibrado largo (120 min) que con uno corto (30 min). Es posible que el 
agente crioprotector necesite mâs tiempo para estabilizar las membranas espermâticas; esto 
concuerda con los resultados que muestran que, en espermatozoides de gato doméstico 
recuperados de epididimos no almacenados, un periodo de refrigeraciôn de 120 min (desde 
temperatura ambiante a 5°C) es mejor que un periodo corto (capitulo 1 ). Debido a que las 
diferencias significativas en SMI antes de la congelaciôn y después de la descongelaciôn 
fueron vistas cuando los epididimos se almacenaron durante 72 h antes de la recuperaciôn 
de los espermatozoides, parece que los espermatozoides se vuelvan mâs sensibles al 
choque osmôtico que ocurre durante la criopreservaciôn a medida que aumenta el tiempo de 
almacenamiento de los epididimos.
Durante la incubaciôn después de la descongelaciôn, la motilidad disminuyô solo 
ligeramente en cada grupo sugiriendo que no hay un daho importante debido a la 
criopreservaciôn. En este estudio, la supervivencia postdescongelaciôn fue mayor que la 
encontrada en trabajos de otros investigadores en los que se observô un considerable 
descenso en la motilidad y la integridad acrosômica usando otros criodiluyentes (Axnér et al. 
2004). Las diferencias entre grupos con diferentes tiempos de almacenamiento observadas 
después de la extracciôn de los espermatozoides e inmediatamente después de la 
descongelaciôn se mantuvo durante la incubaciôn postdescongelaciôn sugiriendo que el 
principal efecto se debiô al tiempo de almacenamiento de los epididimos.
No encontramos correlaciones significativas entre la proporciôn de espermatozoides
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normales de los espermatozoides a la extracciôn y la motilidad e integridad acrosômica 
después de descongelaciôn. Estos resultados concuerdan con otros encontrados 
anteriormente con espermatozoides epididimarias de gato doméstico (Axnér et al. 2004) y 
difieren de la propuesta de que hay relaciôn entre morfologla espermàtica en semen fresco y 
la supervivencia durante la criopreservaciôn (Pukazhenthi et al. 2007). Se ha sugerido que 
existen diferencias en espermatozoides eyaculados de gatos normozoospérmicos y 
teratozoospérmicos en cuanto a la susceptibilidad de estos al daho después de la 
refrigeraciôn y después de un estrés osmôtico (Pukazhenthi et al. 1999, Siemieniuch y 
Dubiel 2007). La ausencia de correlaciôn encontrada entre la morfologla espermàtica y el 
daho inducido por la criopreservaciôn, en este y otros estudios previos usando 
espermatozoides epididimarios de gato doméstico puede ser debida a diferencias en las 
caracterlsticas de la membrana entre espermatozoides eyaculados y epididimarios.
En conclusiôn, hemos (a) criopreservado con éxito espermatozoides epididimarios de 
gato doméstico previamente almacenados durante varios dias a 5°C, (b) mostrado que un 
periodo prolongado de almacenamiento disminuye la motilidad espermàtica en la 
recuperaciôn, indicando la importancia de la rapidez del rescate en la recuperaciôn de los 
epididimos después de la muerte del animal para la criopreservaciôn de los 
espermatozoides de felinos salvajes, (c) identificado que un periodo de 120 min de 
equilibrado de los espermatozoides con el glicerol es significativamente mejor para el 
mantenimiento de la motilidad y la integridad acrosômica durante la criopreservaciôn que un 
periodo corto de 30 min, (d) encontrado que no hay relaciôn significativa entre las 
anormalidades de los espermatozoides recogidos de los epididimos y la motilidad 
espermàtica o la integridad acrosômica después de la criopreservaciôn, y (e) no hemos 
identificado interacciôn significativa entre el tiempo de almacenamiento de los epididimos y 
el tiempo de equilibrado con el glicerol sobre la motilidad espermàtica o la integridad 
acrosômica después de la descongelaciôn.
Capitulo 3
Caracterlsticas reproductivas de! 
macho, criopreservaciôn de semen y 
fecundaciôn in vitro heterôloga en el 
lince rojo {Lynx rufus)
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Resumen
ixiste muy poca informaciôn sobre los parâmetros del eyaculado, la 
criopreservaciôn espermàtica y la capacidad fecundante del lince rojo. Se electroeyacularon 
varios machos de lince rojo, bajo anestesia general, en Noviembre (otoho) y Abril (primavera) y 
se realizô una caracterizaciôn endocrina y espermàtica. La testosterona (media±SEM, 
0,90+0,15 ng/ml) no fue diferente entre los dos momentos de muestreo pero el cortisol 
(promedio 13,95±1,73 pg/dl) fue significativamente mayor en Abril. El numéro medio de 
espermatozoides fue de 10±3,4 x 10® espermatozoides/eyaculado, con valores 
significativamente mayores en Abril. La motilidad espermàtica (promedio 55,7±5,8% de 
espermatozoides môtiles) no fue diferente entre los dos momentos de muestreo. La proporciôn 
de espermatozoides normales en el eyaculado (promedio 14,7±2,1%) fue significativamente 
mayor en Abril, pero el porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto (promedio 
43,7±3,8%) fue significativamente mayor en otoho. Los espermatozoides se criopreservaron en 
un diluyente con buffer Tes-Tris (TEST) o con buffer Tris (Biladyl), ambos con 20% de yema de 
huevo y 4% de glicerol. Los espermatozoides diluidos se cargaron en pajuelas, se refrigeraron 
utilizando un bloque térmico programable con una càmara seca, se congelaron en vapores de 
nitrôgeno, se descongelaron, y se incubaron en medio F-10 de Ham con 5% de suero fetal 
bovino durante 3 h. Después de la criopreservaciôn en TEST hubo airededor de un 50% de 
espermatozoides môtiles y la supervivencia fue alta durante la incubaciôn post-descongelaciôn. 
La criopreservaciôn en Biladyl proporcionô resultados similares pero la motilidad descendiô 
durante la incubaciôn post-descongelaciôn. Los espermatozoides de lince rojo fecundaron 
oocitos de gato doméstico madurados in vitro. Las tasas de fecundaciôn fueron màs altas con 
los espermatozoides recogidos en Abril y criopreservados en TEST (46%) que las obtenidas 
usando Biladyl (<3%). Los oocitos fecundados se dividieron en cultivo y algunos (27%) 
alcanzaron el estado de môrula. Este estudio ha permitido obtener informaciôn bàsica sobre la 
reproducciôn del lince rojo, explorer las condiciones de criopreservaciôn de sus 
espermatozoides y mostrar que la capacidad fecundante puede valorarse usando oocitos de 
gato doméstico madurados in vitro.
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Introducciôn
Los linces rojos {Lynx rufus) se encuentran principalmente en Estados Unidos, pero 
también se distribuyen por el norte de México y sur de Canada (Lariviére 1997). El lince rojo 
vive en habitat diverses, desde los humedales costeros subtropicales en el sureste, zonas 
âridas en el noroeste, y bosques templados en el norte de Estados Unidos (Wedelin 1981, 
Nowell y Jackson 1996; Lariviére 1997). En México, pueden encontrarse lince rojos en zonas 
de matorral y pastizai, y en bosque tropical seco (lUCN 2008). La poblaciôn total de lince rojo 
en Estados Unidos se estimé a principios de los anos 80 entre 725.000 y 1 millôn de individuos. 
La pérdida de habitat constituye la principal amenaza para el lince rojo aunque la especie se 
caza legalmente en los très paises en los que habita. En los ùltimos 20 anos el lince rojo ha 
sido la especie de felino que se ha capturado y con la que se ha comerciado màs intensamente 
(Nowell y Jackson 1996). Se ha registrado que màs de 50.000 pieles se exportaron desde 
Estados Unidos sôlo en el aho 2006 (lUCN 2008).
De acuerdo con la Lista Roja de Especies Amenazadas (lUCN 2008) el lince rojo es una 
especie "de bajo riesgo” y se incluye en la categorla global 5a, y regional 4 para América, del 
ranking de vulnerabilidad de especies establecido por el Grupo de Especialistas en Felinos de 
la lUCN (Nowel y Jackson 1996). También se incluye en el Apéndice II de la Convenciôn sobre 
el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES).
Los linces rojos adultos son reproductivamente activos hasta que mueren (Crowe 1975). 
Los machos muestran reducciôn estacional de la actividad espermatogénica durante el verano 
y principios del otoho, aunque dicha reducciôn puede estar ausente en los machos màs viejos. 
La estaciôn reproductiva varia con la latitud, longitud, altitud y variaciones climàticas (Crowe 
1975). La reproducciôn puede ocurrir durante todo el aho, aunque el pico tiene lugar entre 
diciembre y agosto, ocurriendo la mayoria de los nacimientos entre Abril y Mayo. Las hembras 
que crian pronto pueden llegar a tener una segunda camada en el mismo aho. Los linces rojos 
son poliginicos (Provost et al. 1973).
La informaciôn bàsica sobre las caracterlsticas reproductivas de los linces rojos es 
escasa. La cria en cautividad, principalmente en zoos, révéla que muchos individuos son 
incapaces de reproducirse en estas condiciones. Sôlo han nacido 3 cachorros en los ùltimos 12 
meses en los centros registrados en el Sistema Internacional de Informaciôn sobre Especies 
(ISIS 2008). Junto con su inherente valor de conservaciôn, el lince rojo représenta un 
importante modelo para especies filogenéticamente prôximas como el criticamente amenazado 
lince ibérico {Lynx pardinus) o el lince euroasiàtico (Lynx lynx), que ha sufrido un descenso 
severo de sus poblaciones en algunas àreas de Europa. El empleo de especies relacionadas 
como modelos para las especies amenazadas ha sido ampliamente reconocido (Wildt et al. 
1986b, Pukazhenthi et al. 2006a).
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El uso de espermatozoides maduros criopreservados es un aspecto muy importante 
dentro de las técnicas de reproducciôn asistida (ARTs) con el fin de estudiar y gestionar 
pequehas poblaciones de animales salvajes (Pope et al. 2006b, Swanson 2006, Pukazhenthi et 
al. 2007). La criopreservaciôn de semen permite transporter la informaciôn genética del macho 
en 0 entre poblaciones sin ser necesaria la trasiocaciôn de animales (Pukazhenthi et al. 2006a) 
y se ha reconocido como una aproximaciôn de gran valor en la vinculaciôn de poblaciones In 
situ y ex situ (Pukazhethi et al. 2006a, Swanson et al. 2007). Las especies y los individuos 
difieren en la capacidad de sus espermatozoides de sobrevivir a la criopreservaciôn y es 
necesario comprender las bases subyacentes de estas diferencias (Yu et al. 2002, Leibo y 
Songsassen 2002). La criopreservaciôn provoca un descenso en la proporciôn de 
espermatozoides môtiles y con el acrosoma Integro (Swanson y Wildt 1997). Ambos 
parâmetros son esenciales para la capacidad fecundante de los espermatozoides (Howard 
1993, Lengwinat 1994, Tôpfer-Petersen 2000, Luvoni 2003b). En muchas especies de felinos, 
la alta proporciôn de espermatozoides anormales parece estar relacionada con la capacidad de 
los mismos de sobrevivir a la criopreservaciôn; esta caracteristica es también un factor 
déterminante de la capacidad fecundante de los espermatozoides (Pukazhenthi et al. 2006c).
El anàlisis bàsico del semen aporta sôlo informaciôn limitada con respecto a la 
capacidad de los espermatozoides para participar en la fecundaciôn (Howard 1993, Luvoni 
2006). Los esfuerzos en varias especies se han dirigido a la evaluaciôn de la capacidad 
fecundante de los espermatozoides. Aunque el medio ideal para evaluar la capacidad 
fecundante es la inseminaciôn artificial, en especies en peligro, o en especies en las cuales el 
numéro de individuos mantenidos en cautividad es muy limitado, esta aproximaciôn no es 
factible y se necesitan otro tipo de ensayos. La funcionalidad de los espermatozoides puede 
examinarse usando oocitos de otras especies madurados in vitro almacenados en soluciones 
hiperosmôticas o frescos. En felinos salvajes, estudios recientes han demostrado la capacidad 
de los espermatozoides de fecundar oocitos de gato doméstico madurados in vitro (Swanson et 
al. 2006, Thiangtum et al. 2006, Stoops et al. 2007), pero no existen estudios que hayan 
evaluado la capacidad fecundante de los espermatozoides de lince rojo.
Los objetivos de este estudio fueron (a) caracterizar los rasgos del semen de lince rojo, 
(b) analizar la capacidad de los espermatozoides de lince rojo de sobrevivir in vitro, (c) valorar 
dos diluyentes de congelaciôn para la criopreservaciôn de espermatozoides de esta especie, 
examinando la motilidad espermàtica y la integridad acrosômica, y (d) evaluar la capacidad 
fecundante de los espermatozoides criopreservados de lince rojo mediante fecundaciôn in vitro 
heterôloga de oocitos de gato doméstico.
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Material y métodos
Animales
La manipulaciôn de los animales se realizô de acuerdo con la legislaciôn espahola de 
protecciôn animal (RD 1201/2005), conforme a la regulaciôn de la Uniôn Europea 2003/65.
Los machos de lince rojo (de 3 -8  anos de edad) alojados en el Zoobotânico de Jerez 
(Jerez de la Frontera, Andalucia, Espaha) se electroeyacularon entre la primavera de 2004 y el 
otoho de 2007. Un total de 4 machos fueron utilizados en 13 electroeyaculaciones. Dos de los 
machos tenlan fertilidad demostrada. Todos los machos se encontraban en instalaciones que 
les permitlan el contacte visual, olfativo y auditive con hembras y machos de la misma especie. 
Las instalaciones tenlan vegetaciôn e iluminaciôn natural, repisas y escondites. Los animales 
recibieron una dieta equilibrada a base de carne de polio y vaca y, una vez a la semana, 
palomas vivas como enriquecimiento.
Recogida y evaluaciôn de espermatozoides
La recogida de semen se realizô bajo anestesia general utilizando una inyecciôn 
intramuscular de tiletamina-zolazepan (10 mg/kg de masa corporal) (Zoletil, Virbac, Carros, 
Francia). Los animales tuvieron un ayuno de alimente de 12 - 24 h, y de liquide de 2 h, antes 
de la anestesia. El nivel de anestesia alcanzado permitiô un examen general y la recogida de 
semen mediante electroeyaculaciôn. Ocasionalmente, la anestesia se suplementô con 
isofluorano pese al riesgo de relajaciôn de esfinteres y la contaminaciôn por orina. En cualquier 
caso, la contaminaciôn del semen con orina fue rara y, cuando se produjo, la submuestra 
afectada se descartô.
Antes de la electroeyaculaciôn se midieron el peso corporal y las dimensiones de los 
testiculos. El volumen y peso de los testiculos se calcularon a partir de sus medidas tal como 
se describe en la literatura (Harcourt et al. 1995), utilizando para cada testicule las fôrmulas: 
Volumen{mm^) = longitud {mm)  x ancho{mmŸ  x 0,524 
Peso{g) = volumen_testiculo{cm^) X \,\{g!cm^)
Posteriormente se calculô el peso relative de testiculos como:
„ , , Peso testiculos{g)
Peso relativo testiculos = --------=--------------- —
Masa  _ corporal (g)
La electroeyaculaciôn se llevô a acabo como se ha descrito previamente (Howard 
1993). El voltaje fue aplicado con una sonda rectal (17,9 cm de longitud y 13,5 mm de 
diâmetro) (P.T. Electronics, Bering, OR, USA), con très electrodes longitudinales (35,8 mm), 
que se localizaron dentro del recto sobre la prôstata y las glàndulas bulbouretrales. Se 
aplicaron 100 estimulos eléctricos empleando un estimulador de corriente alterna a 60 Hz (P.T. 
Electronics). Los estimulos, en un range entre 2 y 5 V, se aplicaron en grupos de 10 y la
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secuencia total se dividiô en 4 series. El semen se recog 16 en un recipiente de polipropileno 
estéril de 25 ml precalentado (Lab Center, Madrid, Espaha). En cada serie se évalué el 
volumen (medido con micropipeta) y el pH del semen (usando tiras réactivas; Medi-Test Combi 
9, Machereg-Nagel, Düren, Alemania). Una alfcuota se semen se colocô entre un portaobjetos 
y un cubreobjetos (precalentados a 37°C) para examinar, empleando ôptica de contraste de 
fase, el porcentaje de espermatozoides môtiles y la calidad del movimiento (usando una escala 
de 0 a 5, donde 0 indica ausencia de movimiento y 5 représenta un movimiento ràpido, lineal y 
progresivo (Howard 1986). Posteriormente se calculô el Indice de Motilidad Espermàtica (SMI):
SMI -  + {calidad x 20)
~  2
En cada serie se fijaron 5 pl de semen con 45 pl de soluciôn de glutaraldehfdo al 1% en 
tampôn de cacodilato 0,165 M, pH 7,3. Con esta muestra se cargo un hemocitômetro para 
estimar la concentraciôn espermàtica. Se fijô también una muestra de 10 pl de semen en 250 
pl de paraformaldehfdo al 4% en una soluciôn tampôn con 110 mM de Na2HP04 y 2,5 mM de 
NaH2P04 (pH 7,4). Las muestras fijadas se almacenaron a 4°C y se procesaron màs tarde para 
evaluar la morfologfa espermàtica y la integridad acrosômica.
El resto de la muestra de semen se diluyô con un volumen igual de medio F-10 de Ham 
tamponado con Hepes (Irvine Scientific, Izasa, Barcelona, Espaha), suplementado con 
Gentamicina-50X para F-10 de Ham (Irvine Scientific, Izasa), que se suministrô liofilizado y 
contenia 0,05 M de glutamina, 0,05 M de piruvato y 500 pg/ml de gentamicina, y se diluyô 1:50 
en el medio F-10. El medio se suplementô ademâs con L-glutamina (Sigma) (concentraciôn 
final 2 mM), piruvato (Sigma) (concentraciôn final 1 mM), una mezcla de triple antibiôtico 
(Sigma, concentraciôn final 130 lU/ml de penicilina, 130 pg/ml de estreptomicina y 260 pg/ml de 
neomicina, respectivamente) y 5% de suero fetal bovino inactivado (FBS) (Gibco Invitrogen, 
Barcelona, Espaha) y filtrado (filtro de 0,22 pm). El semen diluido se almacenô a temperatura 
ambiante a la espera de compléter las series de la electroeyaculaciôn y ser màs tarde utilizado 
para criopreservaciôn.
Las muestras fijadas en paraformaldehfdo se tiheron con azul de Coomassie (Larson y 
Miller 1999, Crosier et al. 2006) y se usaron para las valoraciones de morfologfa espermàtica e 
integridad acrosômica. Para tehirlas, las muestras se centrifugaron très veces durante 8 min a 
1700 xg (5000 rpm). Después de la primera y la segunda centrifugaciôn, se retiré y éliminé el 
sobrenadante, y se ahadieron 250 pl de soluciôn de acetato de amonio 0,1 M. Tras la tercera 
centrifugaciôn, el pellet fue diluido en 50 pl de la soluciôn de acetato de amonio y extendido 
sobre dos portaobjetos que se dejaron secar a temperatura ambiante. Las extensiones se 
cubrieron con 40 pl de soluciôn colorante de azul de Coomassie (0,22% de azul de Coomassie 
en 50% de metanol y 10% de àcido acético glacial) durante 90 s, se lavaron con agua destilada 
y, una vez secos, se montaron con un cubreobjetos y medio DPX (BDH, Madrid, Espaha). De
114
cada muestra se examinaron, en campo claro y a 1000x, un total 100 espermatozoides para 
analizar la morfologla espermàtica y 100 espermatozoides màs para evaluar la integridad 
acrosômica.
La morfologla espermàtica (Fig. 3.1 A) fue clasificada como normal, o con 
anormalidades de cabeza (por ejemplo, macrocefàlico, microcefàlico, bicefàlico), de pieza 
media (por ejemplo, anormal o doblada) o del resto de flagelo (por ejemplo, anormal o 
doblado). La presencia de gota citoplasmàtica se registrô pero no se considerô una anomalla 
aparté y se utilizô como indicador de maduraciôn espermàtica. Ademâs se registrô la presencia 
de colas enrolladas y cabezas sueltas.
P
7.
»
Fig. 3.1. Espermatozoides de lince rojo tenidos con azul de Coomassie y examinados usando ôptica de 
campo claro (aumento total, lOOOx). (A) Morfologfa espermàtica: N, normal; Mic, microcefàlico; Pir, 
cabeza piriforme; AMP, pieza media anormal; BMP, pieza media doblada; BF, pieza principal doblada; 
CT, cola enrollada; LH, cabeza suelta. (B-E) Estado del acrosoma, (B) acrosoma normal intacto (C) 
acrosoma anormal intacto, (D) acrosoma danado, (E) acrosoma perdido. Barras = 5 pm.
La integridad acrosômica (Figs. 3.1 B - E) se clasificô como: (1) intacto normal, 
espermatozoides con tinciôn oscura uniforme de la regiôn acrosômica y sin tenir la regiôn post- 
acrosômica; (2) intactos con acrosoma anormal, espermatozoides con tinciôn uniforme de la 
regiôn acrosômica pero con una zona tehida mâs oscura en la regiôn apical del acrosoma; (3)
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dahado, espermatozoides con “parches” sin tenir en la regiôn acrosômica; (4) no intacto o 
perdido, espermatozoides en los que la regiôn acrosomal no esta tehida o sôlo se observa 
ligeramente tehida la banda ecuatorial (Pukazhenthi et al. 2006b).
Cuantificaciôn de niveles de testosterona y cortisol
Se recogieron muestras de sangre y el suero se empleô para anàlisis de testosterona y 
cortisol mediante un enzimo inmunoensayo competitive de quimioluminiscencia en fase sôlida 
(Immulite® 1000, Siemens Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL, USA).
Incubaciôn de espermatozoides en medios con diferentes sueros
La capacidad de los espermatozoides de lince rojo de sobrevivir in vitro fue examinada 
mediante incubaciôn en medio F-10 de Ham modificado con Hepes, y con suplementô 
Gentamicina-50X, conteniendo L-glutamina, piruvato y triple antibiôtico (como se ha descrito 
màs arriba), y 5% (v/v) de FBS inactivado (Gibco) o 5% (v/v) de suero de lince rojo, este ultimo 
inactivado por calentamiento a 56°C durante 30 min y ambos filtrados a través de un filtro de 
0,22 pm antes de su uso.
Se tomaron alicuotas de semen (7,5 pl) de la serie 2 de la electroeyaculaciôn, y se 
diluyeron en 67,5 pl de medio F-10 con FBS o suero de lince rojo, que se colocaron en tubos 
Eppendorf de 1,5 ml y se incubaron en un bloque térmico seco, en atmôsfera de aire, a 37°C. A 
0, 1 y 2 h se tomaron muestras que se examinaron microscôpicamente empleando ôptica de 
contraste de fase para valorar motilidad y se fijaron con soluciôn de paraformaldehfdo al 4% 
para su posterior tinciôn con azul de Coomassie y valoraciôn de la integridad acrosômica.
Criopreservaciôn de espermatozoides
Se juntaron las muestras de semen de cada macho que tenfan similar calidad (que no 
diferfan en màs de un 10% en el % de espermatozoides môtiles), y que estaban diluidas en 
medio F-10 de Ham tamponado con Hepes y suplementado con 5% FBS. Una vez mezcladas 
las fracciones la muestra résultante se centrifugô a 300 - 700 xg (dependiendo de la calidad del 
semen) durante 10 min, se eliminô el sobrenadante, se midiô con micropipeta el volumen del 
pellet résultante de la centrifugaciôn y se le ahadiô criodiluyente lentamente (1:4, v/v), gota a 
gota, a temperatura ambiante.
Se usaron dos criodiluyentes: (a) TEST, compuesto por 4,83% de Tes (Sigma), 1,15% 
de Tris (Sigma), 0,4% de glucosa, 200 lU de penicilina/ml, 200 pg estreptomicina/ml, 20% de 
yema de huevo y 4% de glicerol y (b) Biladyl, un diluyente comercial (Minitüb, Tiefenbach, 
Alemania) compuesto por 2,42% de Tris, 1% de fructosa, 1,38% de àcido cftrico, 20% de yema 
de huevo y 4% de glicerol; este diluyente se suplementô con una mezcla de antibiôticos que 
contenia tilosina, gentamicina, espectinomicina y lincomicina (Minitüb). El Biladyl se suministra
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en dos soluciones (A y B, con 0% y 14% glicerol, respectivamente), que se mezclaron para 
obtener una concentraciôn final de glicerol del 4%.
Las pajuelas de 0,25 ml (Minitüb) se cortaron por la mitad con unas tijeras y se utilizô la 
mitad con algodôn y sellador en uno de sus extremes; la otra mitad se eliminô. Se cargaron en 
cada pajuela 50 pl de suspensiôn espermàtica en criodiluyente a temperatura ambiante y se 
cerraron con un sellador térmico (ERSA, Minitüb). Una vez cerradas todas las pajuelas se 
colocaron en un criovial de 5 ml para su refrigeraciôn. Se colocô en un microtubo una alicuota 
de suspensiôn espermàtica para la evaluaciôn de motilidad e integridad acrosômica finalizada 
la refrigeraciôn.
La temperatura se hizo bajar de 20 a 5°C en 120 min utilizando un bloque seco 
programable (Thermostat plus 5352, Eppendorf, Hamburg, Alemania) con una càmara a 
medida (CombiBox, Eppendorf) tal como se describe en el Anexo I. Se colocô dentro de la 
càmara una gradilla para soportar el criovial con las pajuelas y el microtubo con la submuestra 
para evaluaciôn y se colocaron dentro de la càmara también dos sondas de un termômetro 
digital para hacer un seguimiento de la curva de refrigeraciôn dentro de la càmara y dentro del 
criovial.
Finalizada la refrigeraciôn las pajuelas se sacaron del criovial y se congelaron utilizando 
un sistema en dos pasos (Pukazhenthi et al. 2007) (Ver Figs. 1.8B y 1.9): se colocaron las 
pajuelas horizontalmente sobre una gradilla metàlica, a 7,5 cm de la superficie del nitrôgeno 
llquido, y se dejaron durante 1 min. Trascurrido ese tiempo se trasiadaron ràpidamente y en el 
mismo orden en el que se colocaron en el primer nivel, a un segundo nivel, a 2,5 cm sobre la 
superficie de nitrôgeno liquido, donde se dejaron 1 min màs antes de sumergirlas en el 
nitrôgeno llquido. Una vez congeladas las pajuelas se guardaron en un criovial y se 
organizaron en cahas que se transfirieron y almacenaron en un tanque de nitrôgeno llquido.
Descongelaciôn y valoraciôn de espermatozoides
Las pajuelas se descongelaron exponiéndolas durante 10 s al aire y sumergiéndolas 
durante 30 s en un baho de soluciôn fisiolôgica (0,9%, p/v) estéril a 37°C (ver capitulo 1 ). El 
contenido de cada pajuela se depositô en un microtubo estéril de 1,5 ml precalentado en un 
bloque térmico seco a 37°C. Inmediatamente después de la descongelaciôn, la suspensiôn 
espermàtica se diluyô 1:3 (v/v), gota a gota, con soluciôn de Tyrode (como la usada para IVF; 
ver màs abajo) que contenia 15 mM NaHCOs, 0,36 mM de piruvato, 2,2 mM de lactato de 
calcio, 1 mM de glutamina, penicilina y estreptomicina (100 pg/ml, de cada una) y 0,6% (p/v) de 
albùmina sérica bovina (BSA) (libre de àcidos grasos, Calbiochem, 1265479, Madrid, Espaha). 
Se utilizô una alicuota de esta suspensiôn para la fecundaciôn in vitro, ajustando la 
concentraciôn final de espermatozoides a 1,5-4 x 10® espermatozoides môtiles/ml, en cada 
gota de 50-100 pl, y cubierta con aceite minerai en una plaça de cultivo de 35 mm. La
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suspensiôn espermàtica restante se incubô a 38,5°C bajo atmôsfera de 5% COa/aire y se 
valoraron submuestras en varios momentos (0, 1,2 h) para anàlisis de motilidad e integridad 
acrosômica como se ha descrito anteriormente.
Recogida y maduraciôn in vitro de oocitos
Se obtuvieron ovarios de gato doméstico procedentes de ovariohisterectomias llevadas 
a cabo en clinicas veterinarias. Se transportaron al laboratorio a 5°C en un vial de 15 ml con 5 
ml de soluciôn fisiolôgica estéril de NaCI 0,9% (p/v) suplementada con penicilina-estreptomicina 
(100 pg/ml de cada una una). Las muestras fueron procesadas segùn ha descrito Gômez y 
colaboradores (2003) con algunas modificaciones. Los ovarios se seccionaron 
longitudinalmente con una cuchilla de bisturi y los foliculos se pincharon con dos agujas 21G 
para liberar los complejos cumulus-oocito (COCs) contenidos en los mismos. Para la recogida 
de oocitos se utilizô medio TCM-199 con Hepes (Sigma), suplementado con 15 mM de Hepes, 
15 mM de NaHCOs, 0,36 mM de piruvato de sodio, 1 mM de glutamina, 2,2 mM de lactato de 
calcio, 0,4% (v/v) de BSA (Sigma, A-8412) y penicilina y estreptomicina (100 pg/ml, de cada 
una). Después de varios lavados en el medio, se seleccionaron los COCs de grado I (calidad 
excelente) a grado III (calidad aceptable) y se transfirieron a una plaça de cultivo de cuatro 
pocillos (Nunclon, Nalgene, Nunc International, Roskilde, Dinamarca) que contenia 500 pl de 
TCM-199 suplementado con 25 mM de NaHCOs, 0,36 mM de piruvato de sodio, 2 mM de 
glutamina, 2,2 mM de lactato de calcio, 1,12 mM de cisteina, 0,4% (p/v) de BSA (Fraction V, 
Sigma, A-9418), 25 ng de EGF/ml (Merlo et al. 2005), FSH/LH ovina (Sigma, 10 pg/ml de cada 
una), 1 pg de estradiol/ml, penicilina y estreptomicina (100 pg/ml de cada una). Las plaças se 
incubaron durante 24 h a 38,5°C en atmôsfera de 5% COg/aire y humedad màxima.
Fecundaciôn in vitro
Después de la maduraciôn in vitro, los oocitos se coincubaron con espermatozoides 
congelados-descongelados de lince rojo. Los oocitos (10-20 por gota) se colocaron en gotas de 
50-100 pl de soluciôn de Tyrode con 15 mM de NaHCOs, 0,36 mM de piruvato de sodio, 1 mM 
de glutamina, 2,2 mM de lactato de calcio, penicilina y estreptomicina (100 pg/ml, de cada una) 
y 0,6% (p/v) de BSA (libre de àcidos grasos, Calbiochem, 1265479) (Gômez et al. 2003, Pope et 
al. 2006a). Los oocitos se incubaron, bajo aceite minerai, con 1,5-4 x 10® espermatozoides 
môtiles/ml bajo aceite minerai en una atmôsfera de 5% C02/aire con màxima humedad a 
38,5°C durante 18-20 h.
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Cultivo in vitro
Después del co-cultivo de gametos, los oocitos se transfirieron a una plaça con medio 
de Tyrode tamponado con Hepes y se aspiraron dentro y fuera de una punta de pipeta para 
eliminar las células del cùmulo y los espermatozoides adheridos. Los presuntos zigotos se 
pasaron a una plaça de cultivo con 4 pocillos con 500 pl de soluciôn de Tyrode con 1% (v/v) de 
aminoâcidos no esenciales del Medio Esencial MInimo (MEM), 0,3% (p/v) de BSA (libre de 
àcidos grasos) y suplementada con 15 mM de NaHCOa, 0,36 mM de piruvato, 2,2 mM de 
lactato de calcio, 1 mM de glutamina y penicilina y estreptomicina (100 pg/ml de cada una) 
(medio IVC-1) (Gômez et al. 2003, Pope et al. 2006a). La incubaciôn se llevô a cabo en 
atmôsfera de 5% COg/aire con humedad màxima a 38,5 °C. La divisiôn se evaluô a las 44-48 h 
post-inseminaciôn y el cultivo de los embriones se dio por finalizado en ese momento (con 
algunas excepciones; ver màs abajo). Los oocitos no divididos se tiheron con Hoechst 33342 
(preparado en PBS y ademâs diluido 1:10, v/v, en glicerol para alcanzar una concentraciôn final 
de 10 pg/ml) para valorar el grado de maduraciôn y fecundaciôn y el numéro de 
espermatozoides unidos a la zona pelùcida. A los embriones hibridos generados con 
espermatozoides de cada macho criopreservados en TEST, se les permitiô progresar en el 
cultivo para evaluar el desarrollo. Para la incubaciôn de embriones se utilizô un sistema de 
cultivo en très pasos (Pope et al. 2006a). Brevemente, tras la evaluaciôn de la divisiôn, los 
embriones se transfirieron al medio IVC-2 (similar al medio IVC-1, pero que ademâs contenia 
2%, v/v, de MEM con aminoâcidos no esenciales, hasta el dia 5 de cultivo. Después de ello, los 
embriones se trasfirieron al medio IVC-3 (similar al medio IVC-2, pero con 10%, v/v, de FBS en 
lugar de BSA) hasta el dIa 7. El dia de la fecundaciôn se considerô como dia cero. Al final de la 
incubaciôn los embriones hibridos también se tiheron y examinaron para contar el numéro total 
de nùcleos.
Diseno experimental y anàlisis estadistico
Los datos se analizaron con SPSS Versiôn 11.5. Los resultados se presentan como 
mediaiSEM. Un valor de p<0,05 se considerô estadisticamente significativo. La comparaciôn 
de parâmetros espermâticos en primavera y otoho se realizô mediante el test no paramétrico 
de la U de Mann-Witney.
Se utilizô ANOVA bifactorial de medidas repetidas (RM-ANOVA) para analizar los 
cambios de motilidad e integridad acrosômica en el tiempo durante la incubaciôn en medio F- 
10 de Ham con diferentes sueros, o a lo largo del proceso de criopreservaciôn en TEST o 
Biladyl. Cuando el RM-ANOVA mostrô diferencias estadisticamente significativas, se valorô el 
efecto de cada factor, controlando por el otro factor.
Para el anàlisis de tasas médias de fecundaciôn y divisiôn se examinô previamente, 
mediante ANOVA, si existian diferencias significativas entre la variabilidad de los eyaculados
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de machos distintos y de les eyaculados de un mismo macho. Como no se encontraron 
diferencias significativas (p>0,05) entre ambas, los eyaculados se conslderaron como casos 
Independientes. Las tasas de fecundaciôn con espermatozoides criopreservados en TEST o 
Biladyl se compararon mediante el test no paramétrico de ranges con signe de Wilcoxon para 
muestras pareadas. Las posibles relaciones entre motilidad e integridad acrosômica en fresco, 
tras la refrigeraciôn, inmediatamente después de descongelar y durante la incubaciôn post- 
descongelaciôn, y de estes paramétrés con las tasas de fecundaciôn y division, se analizaron 
mediante correlaciôn no paramétrica de ranges de Spearman.
Resultados
Caracteristicas fenotipicas y séminales de! macho de lince rojo
Entre Abril de 2004 y Noviembre de 2007 se llevaron a cabo 13 electroeyaculaciones en 
4 machos diferentes. Se obtuvieron eyaculados con espermatozoides en 11 casos (85%). Se 
calcularon los paramétrés séminales promedio en otoho y en primavera (Tabla 3.1).
Tabla 3.1. Caracteristicas de testicule, endcchnolôgicas y séminales del lince rojo.
Promedio Noviembre Abril
Numéro de eyaculados 13 9 4
Edad 5,85±0,46 6,0±0,67 5,50±0,29
Masa corporal (kg) 10,93±0,63 11,14±0,72 10,45±1,36
Peso de testicules (g) 2,06±0,21 2,02±0,22 2,14±0,52
Peso relative de testicules (xlO"^) 1,96±0,21 1,92±0,26 2,05±0,40
Testosterone (ng/ml) 0,90±0,15 0,79±0,09 1,33±0,70
Cortisol (pg/dl) 13,95±1,73 12,49±1,79* 19,80±1,10*
Volumen eyaculado (pl) 362,69±84,06 368,33±119,06 350,00±82,06
pH del semen 7.78±0,09 7,70±0,10 7,95±0,18
Concentraciôn espermàtica 
(x10® espermatozoides/ml) 24,40±7,87 10,82±2,91* 60,59±12,44*
N° total de espermatozoides (x10®) 10,01±3,40 4,51±2,11* 24,69±4,78*
Motilidad (%) 55,71±5,76 50,48±5,25 67,92±14,07
Calidad de la motilidad (escala, 0-5) 2,71±0,23 2,45±0,21 3,30±0,46
indice de Motilidad Espermàtica 
(SMI) 54,94±4,84 49,78±4,42 66,99±10,52
Espermatozoides morfolôgicamente 
normales (%) 14,67±2,07 11,63±1,91* 21,78±1,61*
Acrosomas intactes (%) 43,66±3,79 47,96±4,23* 33,60±4,17*
Las caracteristicas séminales corresponden al eyaculado complète. Los dates de edad, masa corporal, 
peso y peso relative de testicules y hormonas corresponden a todos los intentes de recogida de semen. 
Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas entre otono y primavera (p<0,05).
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No hubo diferencias significativas entre los niveles de testosterone en Noviembre y en 
Abril pero si entre los niveles de cortisol, con niveles mâs altos en primavera (Tabla 3.1).
El volumen de semen y la concentraciôn espermàtica fueron bajos. Hubo diferencias 
significativas en la concentraciôn entre los dos momentos de recogida de muestras. Los 
eyaculados contuvieron en promedio 4,5 x 10® espermatozoides totales en Noviembre y 25 x 
10® espermatozoides totales en Abril y la diferencia entre ambos resultô estadisticamente 
significative. Se encontrô un valor promedio de 56% de espermatozoides môtiles, con 50% de 
espermatozoides môtiles en Noviembre y de 68% de espermatozoides môtiles en Abril, y la 
diferencia no resultô estadisticamente significative (Tabla 3.1).
Los linces rojos produjeron une proporciôn muy alta de espermatozoides pleiomôrficos 
(promedio de 15% de espermatozoides normales). Hubo, en promedio, un 12% de 
espermatozoides normales en Noviembre (rango entre 4 y 17%) y un 22% de espermatozoides 
morfolôgicamente normales en Abril (rango entre 20 y 25%), resultando la diferencia entre 
ambos estadisticamente significative. La proporciôn de espermatozoides con el acrosoma 
intacte fue, en promedio, del 44%. Las diferencia entre Noviembre (48% de acrosomas 
intactes) y Abril (34% de acrosomas intactes) también fue estadisticamente significative (Tabla 
3.1).
Efecto del suero
La incubaciôn de espermatozoides de lince rojo en medio F-10 de Ham suplementado 
con suero de lince rojo inactivado dio como resultados que los espermatozoides no perdieran 
motilidad durante une incubaciôn de 2 h, mientras que, la incubaciôn en el mismo medio pero 
con FBS, si mostrô reducciôn de motilidad a lo largo del tiempo (Fig. 3.2A). La comparaciôn 
entre medios con diferente suero mostrô un mayor SMI al final de la incubaciôn, cuando se 
suplementô el medio con suero de lince rojo, que cuando se anadiô FBS (SMI 55,0 vs 35,0, 
respectivamente), aunque la diferencia no alcanzô la significaciôn estadistica. Por otra parte, 
no hubo cambios significativos en la integridad acrosômica a lo largo del tiempo o entre los 
medios con diferente suero (35,0 vs 38,0 % espermatozoides con acrosoma intacto a las 2 h de 
incubaciôn) (Fig. 3.2B).
121
□  bcs **  8 0
o 4 0
0 1 2 
Tiempo de incubaciôn (h)
0 1 2 
Tiempo de incubaciôn (h)
Fig. 3.2. Incubaciôn de espermatozoides de lince rojo en medio F-10 de Ham con suero bovino o de 
lince. (A) indice de Motilidad Espermàtica (SMI) y (B) % acrosomas intactos (N = 3 eyaculados). Los 
espermatozoides se incubaron en medio F-10 con suero de lince rojo inactivado (BCS) o suero fetal 
bovino inactivado (FBS).
Criopreservaciôn de espermatozoides de lince rojo
Très de los ouatro linces rojos produjeron semen de calidad suficiente para 
criopreservar (SMI de 55 o superior). Se emplearon en los estudios de criopreservaciôn 7 de 
los 11 eyaculados con espermatozoides (64%). Se observaron considerables diferencias en 
SMI (52,0 -  84,7) y en % de acrosomas Integros (26,8 - 41,3%) entre eyaculados.
No hubo descenso significativo de la motilidad después de la refrigeraciôn y de la 
congelaciôn-descongelaciôn en los espermatozoides diluidos en TEST, pero si se observaron 
diferencias significativas después de la descongelaciôn, a las 3 h de incubaciôn (p<0,05) (Fig. 
3.3A). Por otra parte, no hubo diferencias significativas en el % de acrosomas intactos después 
de la congelaciôn-descongelaciôn o durante la incubaciôn post-descongelaciôn (Fig. 3.3B). En 
los espermatozoides diluidos en Biladyl se detectô diferencia significativa (p<0,05) en motilidad 
entre los espermatozoides frescos y los descongelados, pero no se produjo después un 
descenso significativo durante la incubaciôn post-descongelaciôn (Fig. 3.3A). Hubo descenso 
significativo (p<0,05) de la integridad acrosômica después de descongelar en relaciôn a los 
valores registrados antes de congelar (Fig. 3.3B).
Hubo aparentes diferencias entre criodiluyentes desde el inicio del proceso de 
criopreservaciôn (68,2 vs 60,0 SMI en TEST y Biladyl, respectivamente) que parecen 
mantenerse tras la descongelaciôn (49,2 vs 41,3 SMI) y mas tarde, después de una incubaciôn 
de 1 h (42,5 vs 30,0 SMI); sin embargo, ninguna de estas diferencias alcanzô la significaciôn 
estadistica. En general, la criopreservaciôn en TEST resultô mejor para la motilidad que la 
realizada en Biladyl (31,7±3,3 vs 12,5±0,0 SMI después de 3 h de incubaciôn post- 
descongelaciôn, respectivamente), aunque no se detectaron diferencias significativas (Fig. 
3.3A).
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Se ha argumentado que el porcentaje de espermatozoides normales y con acrosoma 
integro en el semen fresco pueden ser mejor predictor de la supervivencia a la descongelaciôn 
que la motilidad espermàtica (Pukazhenthi et al. 2007). Por ello se examinô la posible relaciôn 
entre caracteristicas espermàticas en el semen fresco y el SMI a la descongelaciôn. No se 
encontrô relaciôn entre el % de espermatozoides normales en el semen fresco y la motilidad a 
la descongelaciôn. Si se observaron, sin embargo, relaciones significativas entre el % de 
acrosomas intactos en el semen fresco y después de la refrigeraciôn con el SMI a la 
descongelaciôn y tras 1 h de incubaciôn post-descongelaciôn (p=0,01).
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Fig. 3.3. Criopreservaciôn de espermatozoides de lince 
rojo (N=3 eyaculados) usando TEST o Biladyl con 20% de 
yema de huevo y 4% de glicerol. (A) Indice de Motilidad 
Espermàtica (SMI) y (B) % de espermatozoides con el 
acrosoma intacto en distintos momentos de la 
criopreservaciôn. 0, semen fresco diluido con F-10 de 
Ham; 1, después del anadido de criodiluyente; 2, 
finalizada la refrigeraciôn; 3, 4, 5 y 6 post-descongelaciôn 
a 0, 1, 2 y 3 h de incubaciôn en atmôsfera de 5% C02/aire 
con màxima humedad y a 38,5°C. Los asteriscos (*) 
indican diferencias estadisticamente significativas 
(p<0,05) entre pasos de la criopreservaciôn en cada 
diluyente.
Fecundaciôn in vitro de oocitos de gato doméstico madurados in vitro con espermatozoides de 
lince rojo congelados-descongelados
Se ha encontrado que los espermatozoides de lince rojo pueden fecundar oocitos de 
gato doméstico, con zona pelùcida, madurados in vitro (Fig. 3.4). El porcentaje de fecundaciôn 
variô ligeramente entre machos, y considerablemente entre el momento del ano en el que se 
realizô la recogida y entre criodiluyentes. Los espermatozoides de los machos recogidos en 
Abril (primavera) y criopreservados en TEST mostraron altas tasas de fecundaciôn: 45 de los 
98 oocitos maduros (46%) fueron fecundados (Tabla 3.2). Sin embargo, los espermatozoides
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recogidos en Noviembre (otono) y criopreservado en TEST, consiguieron fecundar solo 5 de 29 
oocitos maduros (17%). Ademâs, aunque solo fue posible la comparaciôn con un numéro 
limitado de casos criopreservados en TEST y Biladyl, quedô claro que los espermatozoides en 
Biladyl lograron tasas de fecundaciôn muy bajas. Se encontrô que los espermatozoides 
conservados en TEST fecundaron 50 de 127 (39,3%) oocitos maduros, mientras que los 
conservados en Biladyl fecundaron 1 de 34 (2,9%) oocitos maduros disponibles.
Los oocitos fecundados se dividieron en cultive. El porcentaje de divisiôn sobre los 
oocitos maduros fue 24,4% (31/127) para los espermatozoides criopreservados en TEST y 
2,9% (1/34) para los conservados en Biladyl.
Fig. 3.4. Embriones hibridos résultantes de fecundaciôn in vitro heterôloga con espermatozoides de lince 
rojo criopreservados en TEST y oocitos de gato doméstica madurados in vitro. (A) Embriôn de 
aproximadamente 8 células examinado en contraste de fase a las 44 h post-inseminaciôn. (B) Estado 
embrionario de môrula tenido con Hoechst 33342 y examinado mediante microscopia de fluorescencia a 
los 7 dias de cultive in vitro.
Tabla 3.2. Fecundaciôn in vitro heterôloga de oocitos madurados in vitro con espermatozoides de lince 
rojo criopreservados en TEST con 20% de yema de huevo y 4% de glicerol (N = 3).
Noviembre Abril
N° de oocitos fecundados / N° total de oocitos (%)
N° de oocitos fecundados / N° de oocitos maduros (%)
N° espermatozoides adheridos por oocito maduro 
N° de oocitos divididos / N° de oocitos fecundados (%)
N° de oocitos divididos / N° de oocitos maduros (%)
La concentraciôn espermàtica fue 1,5-4 x 10^  espermatozoides môtiles/ml. Los gametos fueron co- 
incubados durante 18-20 h. El porcentaje de oocitos divididos se evaluô a las 44 - 48 h de cultive post- 
inseminaciôn. El porcentaje de oocitos divididos se evaluô después de 44 - 48h de cultive después de la 
inseminaciôn. Los oocitos no divididos se tineron con Hoechst 33342 (10 pg/ml) para valorar 
retrospectivamente el grade de maduraciôn y la fecundaciôn.
5/59 45/122
(8,5%) (36,9)
5/29 45/98
(17,2) (46,0)
0,79 2,65
5/5 26/45
(100) (57,8)
5/29 26/98
(17,2) (26,5)
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En dos ocasiones, los embriones hibridos obtenidos con espermatozoides 
criopreservados en TEST se cultivaron in vitro hasta el dia 7 para explorar si ocurria la 
progresiôn hasta el estado de blastocisto. El màximo desarrollo alcanzado por estos embriones 
hibridos fue hasta el estado de môrula. De los 26 embriones cultivados hasta el dia 7, se 
encontrô 1 en estado de 4 células, 18 que contenian entre 16-30 nùcleos y 7 que se habian 
desarrollado hasta el estadio de > 32 células.
Se han detectado relaciones positivas y significativas entre la proporciôn de 
espermatozoides con acrosoma intacto después de la descongelaciôn y la proporciôn de los 
oocitos fecundados (p<0,01) y la proporciôn de oocitos divididos (p<0,01).
DIscusIôn
Este estudio ha permitido caracterizar el eyaculado de lince rojo obtenido mediante 
electroestimulaciôn bajo anestesia general, examinar la criopreservaciôn de espermatozoides 
usando dos diluyentes distintos, y valorar la funcionalidad espermàtica tras la descongelaciôn 
mediante fecundaciôn in vitro heterôloga de oocitos de gato doméstico madurados in vitro.
Se observé un amplio rango en el numéro total de espermatozoides en cada eyaculado 
(0,2 - 33,5 X 10® espermatozoides). Los valores fueron, en general, bajos en comparaciôn con 
los registrados para otros felinos de mediano tamano (por ejemplo, ocelote {Leopardus 
pardalis): Stoops et al. 2007; gato pescador {Prionailurus viverrinus): Thiangtum et al. 2006; 
serval {Leptailurus serval): Pukazhenthi et al. 2002). No obstante, el numéro total de 
espermatozoides obtenido en este estudio (media de 10 x 10® espermatozoides /eyaculado) fue 
superior al descrito para la especie en trabajos anteriores (una media calculada de 0,78 x 10® 
espermatozoides totales por eyaculado; Howard 1993). Ademàs, los valores fueron también 
màs altos que los que se han registrado en otras especies de lince como el lince ibérico (0,07 - 
17,42 X 10® espermatozoides totales; ver capitule 5) o el lince euroasiàtico, (1,6 - 2,9 x 10® 
espermatozoides totales; Jewgenow et al. 2006). Las diferencias entre nuestros resultados y 
los de otros autores podrian estar relacionadas con la edad de los animales, la época de 
muestreo, o las condiciones de cautividad en las que se encuentran los animales. Parece que 
las diferencias se debieron en parte al momento del ano en el que se recogen los eyaculados 
(ver màs abajo) pero también, en nuestro caso, a las diferencias entre machos, con un macho 
produciendo un alto numéro total de espermatozoides.
La proporciôn de espermatozoides môtiles en el eyaculado del lince rojo (promedio de 
56%) fue similar a la encontrada en un trabajo anterior (Howard 1993). Este valor también fue 
similar a la proporciôn de espermatozoides môtiles registrada en el lince euroasiàtico (55% 
espermatozoides môtiles durante estaciôn reproductive; Jewgenow et al. 2006) pero menores 
que los hallados en el lince ibérico (airededor del 80 - 86% antes de la época reproductive; ver 
capitules 4 y 5), o en otros felinos de mediano tamaho como el caracal (85%; Howard 1993),
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serval (73%; Pukazhenthi et al. 2002), gato pescador (73%; Thiangtum et al. 2006) o el ocelote 
(83%; Stoops et al. 2007).
El eyaculado del lince rojo contiene una baja proporciôn de espermatozoides normales 
(14,67±2,07), de acuerdo con lo observado en estudios anteriores con esta especie (Howard 
1993) y que résulta ligeramente inferior que los valores observados en otras especies de lince 
como el lince euroasiàtico (Jewgenow et al. 2006) o el ibérico (capitulos 4 y 5). Estas 
observaciones sitüan a los linces en la parte màs baja de la clasificaciôn de los felinos 
atendiendo a la proporciôn de espermatozoides morfolôgicamente normales (Pukazhenthi et al. 
2006c, ver Fig. 1 de la Discusiôn General).
La proporciôn de espermatozoides con el acrosoma intacto en el eyaculado de lince rojo 
oscilô entre 27 y 60% y fue similar al observado en el lince euroasiàtico (Howard 1993) y en el 
lince ibérico (capitulos 4 y 5), aunque queda lejos de lo observado en otras especies de felinos 
de mediano tamano como el gato pescador, que présenta eyaculados con 83 - 94% de 
espermatozoides con el acrosoma intacto (Thiangtum et al. 2006).
Una comparaciôn de los eyaculados recogidos en Noviembre (otono), justo antes del 
inicio de la época de cria, y en Abril (primavera), hacia el final de la estaciôn, nos permitiô 
identificar cambios en las caracteristicas séminales. En Noviembre, los eyaculados contuvieron 
menos espermatozoides y con menor proporciôn de espermatozoides normales, aunque con 
mayor proporciôn de espermatozoides con el acrosoma intacto. No obstante, no hubo 
diferencias estadisticamente significativas en peso de testicules, o peso relative de testicules, 
lo cual indica que el incremento en el peso de testicules, de haberlo, es anterior a un 
incremento en la producciôn de espermatozoides. Los cambios estacionales en el numéro de 
espermatozoides y la calidad del semen han side descritos en un gran numéro de especies, 
incluyendo felinos, y se sabe que también afectan la funciôn espermàtica (leopardo: Haas van 
Dorsser y Strick 2005, lince euroasiàtico: Jewgenow et al. 2006, gato de Pallas: Swanson et al. 
2006). La gestiôn de programas de cria en cautividad puede requérir de la evaluaciôn de la 
salud reproductiva de los animales cautivos, incluyendo la recogida de semen y su evaluaciôn, 
para monitorizar la capacidad reproductiva potencial de los machos. Esto se lleva a cabo antes 
de la estaciôn reproductiva. Por tanto, en base a los resultados de este estudio deberia tenerse 
en cuenta que la calidad del eyaculado puede estar en ese momento por debajo del ôptimo 
alcanzado durante el pico de la época reproductiva. Ademàs, no se dispone de informaciôn 
sobre las caracteristicas séminales de linces rojos en libertad de forma que no es posible 
discutir sobre las diferencias entre los eyaculados de individuos cautivos y libres.
Se ha examinado la supervivencia de los espermatozoides de lince rojo en medio F-10 
de Ham tamponado con Hepes y suplementado con suero fetal bovino o con suero de lince rojo 
(ambos inactivados y filtrados antes de su uso). Debido a que el medio F-10 se utilize 
habitualmente con espermatozoides de otros felinos (ocelote: Stoops et al. 2007; tigre:
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Donoghue et al. 1992b, Johnston et al. 1992; puma y leôn: Johnston et al. 1992; guepardo: 
Donoghue et al. 1992a), se investigô si alguno de estos sueros eran adecuados para la diluciôn 
de espermatozoides de lince rojo antes de la preparaciôn de estos para la criopreservaciôn. No 
se observô descenso significativo de la motilidad espermàtica, ni de la integridad acrosômica 
durante una incubaciôn durante 2 h, y no se encontraron diferencias significativas entre sueros, 
aunque el suero de lince rojo parece proporcionar mayor supervivencia. Se requieren màs 
estudios para aciarar si el suero homôlogo de lince rojo efectivamente résulta mejor para la 
supervivencia y por tanto résulta ser mejor opciôn como suplementô a los medios.
Los espermatozoides de lince rojo fueron criopreservados con éxito usando un 
protocolo previamente utilizado para otros felinos (Crosier et al. 2006, Stoops et al. 2007). La 
proporciôn media de espermatozoides môtiles post-descongelaciôn fue mayor en las muestras 
diluidas en TEST con 20% de yema de huevo y 4% de glicerol, con airededor del 50% de 
espermatozoides môtiles y SMI -50 post-descongelaciôn. Estos resultados fueron mejores que 
la supervivencia después de la congelaciôn utilizando un método similar en el lince ibérico 
(entorno al 34% de espermatozoides môtiles y SMI 43 después de descongelar; ver capitule 5), 
0 en el ocelote (25% de espermatozoides môtiles, SMI 40; Stoops et al. 2007) y fueron 
similares a los resultados de otros felinos de mediano tamano (gato pescador: 38 - 65% de 
espermatozoides môtiles, SMI 51 - 65; Thiangtum et al. 2006, tigrina: SMI 49; Baudi et al. 
2008). Aunque bastante bajo, el porcentaje de acrosomas intactos post-descongelaciôn fue 
consistente con los valores encontrados en otros felinos salvajes de talla media (lince ibérico: 
39%; ver capitule 5, gato pescador: 30 - 50%; Thiangtum et al. 2006, ocelote: 40 - 50%; Stoops 
et al. 2007). La criopreservaciôn en Biladyl revelô resultados similares a los observados con 
TEST pero con tendencia a un mayor deterioro de la motilidad durante la incubaciôn post- 
descongelaciôn.
El ensayo de fecundaciôn in vitro heterôloga revelô que los espermatozoides 
criopreservados de lince rojo son capaces de fecundar oocitos de gato doméstico madurados in 
vitro. Las tasas de fecundaciôn fueron altas, de airededor del 46% de los oocitos maduros con 
los espermatozoides recogidos en Abril y criopreservados en TEST. Cuando se comparan 
estos resultados con los de otras especies se observa que son semejantes a los hallados con 
espermatozoides de gato de Pallas (Swanson et al. 2006) pero menores que los obtenidos con 
espermatozoides de gato pescador (Thiangtum et al. 2006), o de ocelote (Stoops et al. 2007) 
utilizando condiciones similares, con los que se lograron tasas de fecundaciôn de entre el 62 - 
70%. Es interesante destacar que, pese a la inexistencia de diferencias significativas en 
motilidad o integridad acrosômica a la descongelaciôn entre las muestras de lince rojo 
criopreservadas en TEST y en Biladyl, la fecundaciôn heterôloga revelô que los 
espermatozoides criopreservados en Biladyl exhiben una reducida capacidad fecundante. Este 
resultado es importante debido a que pone en evidencia la necesidad de utilizer pruebas
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funcionales para valorar los métodos de criopreservaciôn. Ademâs, révéla que la capacidad 
fecundante de los espermatozoides pueden evaluarse en el laboratorio cuando no es posible 
utilizer otras pruebas como la inseminaciôn artificial o la fecundaciôn in vitro homôloga.
Después de la fecundaciôn heterôloga, los embriones hibridos se dividieron durante el 
cultive in vitro. El porcentaje de oocitos maduros y fecundados que se dividiô en cultive tras la 
fecundaciôn con espermatozoides de lince rojo fueron mayores que los obtenidos con 
espermatozoides de lince ibérico (14% y 56%, respectivamente; ver capitule 5), pero fueron 
menores que los resultados obtenidos en otros felinos de mediano tamano (gato pescador: el 
53% de oocitos maduros se dividen; Thiangtum 2006, ocelote: 64% de oocitos maduros se 
dividen; Stoops et al. 2007).
En conclusiôn, el présente trabajo nos ha permitido realizar una caracterizaciôn del 
eyaculado de lince rojo y una valoraciôn de la criopreservaciôn de espermatozoides en esta 
especie, junto con la fecundaciôn in vitro heterôloga de los espermatozoides descongelados. 
Los resultados de este estudio revelan que (a) es posible recoger y criopreservar semen de 
linces rojos cautivos, obteniendo los mejores resultados en TEST con 20% de yema de huevo y 
4% de glicerol, (b) las caracteristicas del semen son similares a las de otros felinos de mediano 
tamano y mejores que las de otras especies de lince, (c) no hubo diferencias entre el suero 
fetal bovino y el suero homôlogo inactivados cuando se anaden al medio F-10 de Ham 
tamponado con Hepes y se utilizan para valorar la supervivencia espermàtica in vitro, y (d) la 
funcionalidad de los espermatozoides de lince rojo congelados - descongelados puede 
evaluarse mediante fecundaciôn in vitro heterôloga usando oocitos de gato doméstico 
madurados in vitro.
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Capitulo 4
Rasgos reproductives del macho de 
lince ibérico {Lynx pardinus)
&
Resumen
11 lince ibérico {Lynx pardinus) se considéra el felino mâs amenazado del mundo. 
Estân en marcha acciones de conservaciôn in situ y ex situ y se ha organizado un banco de 
recursos genéticos con el fin de disponer de informaciôn para una adecuada gestiôn genética 
de las poblaciones in situ y ex situ y para facilitar la futura conexiôn entre ambas. Se han 
examinado las caracteristicas endocrinas y séminales de los machos de vida libre y cautivos 
de diferentes edades, la asociaciôn entre rasgos del eyaculado y se han evaluado vinculos 
entre éstos y la fertilidad de los machos. Las caracteristicas fenotipicas, hormonales y 
séminales se recopilaron a partir de 18 machos diferentes. Los eyaculados de machos adultos 
mostraron las siguientes caracteristicas (media±SEM: 5,57±1,04 x 10® espermatozoides 
totales, 77,05±2,85% espermatozoides môtiles, 30,62±2,48% morfolôgicamente normales y 
54,28±3,89% espermatozoides con acrosoma intacto. El nivel de testosterone fue 0,84±0,10 
ng/ml y el peso de testicules 2,52±0,10 g. La madurez sexual en los machos se alcanzô al 
superar los 3 anos de edad. No se encontraron diferencias en los caractères séminales entre 
los machos cautivos y ios de vida libre, ni entre los eyaculados recogidos antes y después de 
la época reproductiva. Por otra parte se encontraron diferencias significativas entre las cuatro 
series de estimulos de la electroeyaculaciôn, con mayor numéro total de espermatozoides en 
la primera serie. El peso relativo de testicules y el numéro total de espermatozoides del 
eyaculado correlacionaron significativamente con el numéro de côpulas, mientras que el 
porcentaje de espermatozoides môtiles correlacionô significativamente con el numéro de 
cachorros por hembra. Esta es la primera caracterizaciôn de los rasgos endocrinolôgicos y 
séminales en machos de lince ibérico cautivos y en libertad; esta informaciôn nos permitirâ 
desarrollar valoraciones del potencial reproductor de los machos, la criopreservaciôn de 
semen, y métodos de reproducciôn asistida en esta especie en peligro critico.
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Introducciôn
El lince ibérico se considéra el felino mâs amenazado del mundo y el carnivore mâs 
amenazado de Europe (Nowell y Jackson 1996). Es el ùnico felino incluido en la catégorie “en 
peligro critico” de la Lista Roja de la lUCN/SSC (lUCN 2008).
El lince ibérico es endémico de la peninsula Ibérica y en el pasado se distribuia por 
toda elle (Blanco 1998, Rodriguez 2007), aunque la actuel poblaciôn en libertad tiene menos 
de 200 individuos (Guzmân et al. 2002) distribuidos en dos poblaciones reproductivamente 
aisladas (Johnson et al. 2004) que habitan en el sur de Espaha (Blanco 1998, Rodriguez y 
Delibes 2003, Rodriguez 2007). Recientemente, se han presentado evidencias de la presencia 
de lince ibérico en el centre de Espana (Aida et al. 2008). Se presume que son los factores 
antrôpicos la principal causa del declive poblacional de esta especie (Rodriguez y Delibes 
2004).
Se sabe poco sobre la biologia reproductiva del lince ibérico. La época de cria tiene 
lugar habitualmente entre los meses de diciembre y febrero, con un pico en el estro de las 
hembras en enero. Los nacimientos se concentran en las dos ultimas semanas de marzo y los 
primeros dias de Abril, aunque las hembras pueden tener un segundo celo mâs tarde, de forma 
que, se cree que pueden ocurrir nacimientos casi durante todo el ano (Fernândez et al. 2002). 
Los machos no suelen reproducirse antes de los 2-3 anos de edad. Los individuos mayores de 
10 anos probablemente no crien, aunque se han registrado casos de animales viejos que han 
producido camadas (Blanco 1998).
Durante muchos anos los esfuerzos de conservaciôn se han centrado exclusivamente 
en la ecologia y la conservaciôn in situ del lince ibérico (Valverde 1963, Delibes 1979, 
Palomares et al. 2001, 2005, Fernândez et al. 2002). Recientemente se ha iniciado un 
programa de conservaciôn ex situ, que incluye la cria en cautividad y un banco de recursos 
genéticos, con el objetivo de mantener una poblaciôn cautiva genética y demogrâficamente 
gestionada y de generar nuevas poblaciones de vida libre mediante reintroducciôn de animales 
en la naturaleza (Vargas et al. 2007, 2008). La primera camada naciô en cautividad en el ano 
2005, y desde entonces, en los siguientes anos, han nacido varias camadas mâs (ver 
Introducciôn General).
La conservaciôn del lince ibérico abordada desde las dos aproximaciones, in situ y ex 
situ, se beneficiarâ del uso de técnicas de reproducciôn asistida (Wildt 1990, Lasiey et al. 1994, 
Pukazhenthi y Wildt 2004, Roldan y Garde 2004, Pope et al. 2006b, Swanson 2006) que 
permitirian el flujo genético entre poblaciones distantes en el espacio o en el tiempo 
(Pukazhenthi et al. 2006a, Swanson et al. 2007, Roldan y Gomendio 2009). En particular, la 
recogida, evaluaciôn y conservaciôn de espermatozoides requerirâ conocimiento bâsico sobre 
la reproducciôn del lince (Wildt 1994, Wildt et al. 1995) para el desarrollo de criopreservaciôn
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espermàtica e inseminaciôn artificial, y para los exâmenes reproductivos antes del comienzo 
de la época de cria. Los rasgos reproductivos pueden estar afectados por una variedad de 
factores como la edad o las diferencias entre machos la cual, en parte, puede ser resultado de 
la variabilidad genética individual, o de factores ambientales como la estaciôn o situaciôn vital 
(ej. vida en cautividad o en libertad).
La variabilidad genética en las poblaciones actuales de lince ibérico es baja (Jonson et 
al. 2004) y se ha identificado una posible relaciôn entre la consanguinidad y las caracteristicas 
reproductivas en otras especies de felinos como el guepardo (Acinonyx jubatus] Wildt et al. 
1983, 1987b, Roth et al. 1995), la pantera de Florida {Puma concolor coryr, Barone et al. 1994) 
y el leôn {Panthera /eo; Wildt et al. 1987a). Se conoce la influencia de la edad sobre 
paramétrés de calidad seminal, mostrando los animales jôvenes (subadultos) rasgos 
subôptimos (ej. guepardo; Crosier et al. 2007). Las diferencias estacionales pueden estar 
relacionadas con cambios en el fotoperiodo, la temperatura o la disponibilidad de alimente. Se 
sabe que la estaciôn tiene un fuerte impacto sobre la reproducciôn de las hembras pero poco 
se conoce del efecto que tiene sobre la capacidad reproductiva de los machos. Los machos de 
algunas especies de felinos son marcadamente estacionales como el gato de Pallas 
{Gtocolobus manul] Swanson et al. 1996a), la pantera de las nieves {Panthera uncia\ Johnston 
et al. 1994), el leopardo de Arabia {Panthera pardus nimr, Haas van Dorsser y Strick 2005), el 
lince euroasiàtico {Lynx lynx: Jewgenow et al. 2006) y el lince rojo {Lynx rufus: capitulo 3). A 
diferencia de los anteriores, los felinos que viven en los trôpicos no muestran un periodo 
reproductivo marcado, como es el caso del caracal {Caracal caracal: Bernard y Stuart 1987), el 
ocelote {Leopardus pardalis; Morals et al. 2002), la tigrina {Leopardus tigrinus: Morals et al. 
2002), el margay {Leopardus wiedii: Morals et al. 2002), el jaguar {Panthera onca: Morato et al. 
2004), o la pantera nebulosa {Neofells nebulosa: Wildt et al. 1986a). Puesto que el lince 
ibérico habita en zonas templadas es posible que los machos de esta especie produzcan 
espermatozoides durante varies meses. La comparaciôn entre poblaciones cautivas y en 
libertad ha revelado diferencias entre especies en cuanto a rasgos reproductivos. Mientras que 
el guepardo, el gato de Pallas o el gato de patas negras {Felis nigripes) tienen 
espermatozoides de calidad similar con independencia de su estado (Wildt et al. 1983, 1987b, 
1993, Swanson et al. 2007), el jaguar en cautividad présenta calidad seminal pobre (Morato et 
al. 2001). Por ultimo los rasgos espermâticos y su capacidad funcional pueden varier también 
dependiendo de si son recogidos mediante electroeyaculaciôn o a partir de los epididimos de 
animales que mueren. Los resultados obtenidos en gato doméstico {Felis catus) sugieren que 
hay pocas diferencias entre espermatozoides eyaculados o epididimarios, tanto frescos como 
después de criopreservaciôn (Luvoni 2006, Tebet et al. 2006).
Los objetivos de este estudio son (a) caracterizar los parâmetros séminales del lince 
ibérico, (b) valorar el efecto de la edad sobre la calidad seminal, (c) comparar parâmetros
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espermâticos entre machos cautivos y en libertad, (d) examinar las relaciones entre caractères 
espermâticos, (e) comparar las caracteristicas reproductivas del macho antes y después de la 
época de cria, (f) comparar parâmetros en espermatozoides eyaculados y epididimarios, y (g) 
valorar las posibles relaciones entre caracteristicas séminales y fertilidad del macho.
Material y métodos
Animales
Se mantuvieron linces ibéricos (Fig. 4.1A) cautivos en très centres de cria: “El 
Acebuche” (Parque Nacional de Donana, Huelva), “La Olivilla” (Sierra Morena, Jaén) y 
“Zoobotânico Jerez” (Jerez de la Frontera, Câdiz), todos en Espaha. Los machos (1 - 8 anos de 
edad) se electroeyacularon antes de la época de cria en 2005, 2006 y 2007. Todos los machos 
procedian de la naturaleza, con la excepciôn del macho con numéro de Stud Book (SB) 14, 
que fue el primer macho nacido en cautividad. Los animales se mantuvieron en cercados 
individuates, en condiciones seminaturales, dentro de instalaciones que tes permiten tener 
contacte visual, olfativo y auditive con hembras y machos de la misma especie. Los cercados 
présenta n vegetaciôn mediterrânea mixta natural. Los animales se alimentaron con una dieta 
equilibrada, basada principalmente en conejos vives de granja y cadâveres de conejo 
suplementados con vitamines.
Los machos de vida libre ( 2 - 11  anos de edad) habitaban en el ârea de Donana, 
Huelva, Espaha. Los animales se electroeyacularon antes de la época de cria de 2006. Todos 
los machos se capturaron con jaula-trampa en el campe y se liberaron otra vez dentro de su 
territorio una vez se hubieron repuesto por complete de la anestesia.
La manipulaciôn de los animales se hizo de acuerdo con la legislaciôn espahola 
(RD1201/2005) de protecciôn de animales utilizados para experimentaciôn y otros fines 
cientificos, adaptada a la legislaciôn de la Uniôn Europea 2003/65, y con los permises 
necesarios de la Consejeria de Medio Ambiente, de la Junta de Andalucia, de Espaha.
Recogida y evaluaciôn de espermatozoides
Para la recogida de semen los machos fueron anestesiados con tiletamina - zolazepam 
(10 mg/kg de masa corporal) (Zoletil, Virbac, Carres, Francia) o con ketamina (5 
mg/kg)(lmalgene 1000, Merial, Lyon, Francia) mezclada con medetomidina (50 pg/kg) 
(Dompter, Orion Pharma, Spoo, Finlandia). Los efectos de la medetomidina se revirtieron 
mediante la inyecciôn de atipamezol (250 pg/kg) (Antisedan, Pfizer, Madrid, Espaha).
Antes de la electroeyaculaciôn se midieron la masa corporal y las dimensiones de los 
testicules. El volumen y peso de los testicules se calcularon a partir de sus medidas tal como 
describieron Harcourt et al. (1995). Posteriormente se calculô el peso relativo de testicules 
como el cociente entre el peso de ambos testicules y la masa corporal (ver capitulo 3).
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Las electroeyaculaciones se llevaron a cabo siguiendo el procedimiento descrito por 
Howard (1993). El voltaje se aplicô mediante una sonda rectal lubricada (de 17,9 cm de 
longitud y 13,45 mm de diamètre) (P.T. Electronics, Bering, OR, USA), con très electrodes 
longitudinales en el extreme (de 35,7 mm de longitud). La sonda se colocô en el recto del 
animal con los electrodes orientados ventralmente al nivel de la prostata y las glàndulas 
bulbouretrales. Se realizaron un total de 100 estimulos eléctricos utilizando un estimulador de 
corriente alterna a 60-Hz (P.T. Electronics). Los estimulos se realizaron en grupos de 10 para 
cada nivel de voltaje (rango de 2 - 5 V) con la secuencia total dividida en 4 series (primera 
serie: 2, 3, 4 V; segunda serie: 3, 4, 5 V; tercera serie: 4, 5 V; cuarta serie: 4, 5 V). El semen se 
recogiô en recipientes de polipropileno estériles (25 ml) precalentados (Lab Center, Madrid, 
Espaha, catalogo 430130).
El semen obtenido en cada serie de la electroeyaculaciôn se evaluô inmediatamente 
para registrar el volumen (con una micropipeta) y pH (utilizando tiras réactivas; Medi-Test 
Combi 9, Machereg-Nagel, Düren, Alemania, catalogo 93023). Se examinô una alicuota (5 pl) 
de semen empleando ôptica de contraste de fases para valorar el % de espermatozoides 
môtiles y la calidad del movimiento, usando una escala de 0 -  5, donde 0 significa que no hay 
movimiento y 5 représenta un movimiento râpido, lineal y progresivo (Howard et al. 1986). Los 
valores de motilidad se utilizaron para calcular el Indice de Motilidad Espermàtica (SMI):
SMI -  + {calidad x 20)
"  2
De cada serie de la electroeyaculaciôn se fijaron alfcuotas de semen con una soluciôn 
de glutaraldehido al 1% en tampôn 0,165 M de cacodilato (pH 7,3) y con una soluciôn de 
paraformaldehido al 4% en una soluciôn tampôn de 110 mM Na2HP04 y 2,5 mM de NaH2P04 
(pH 7,4) que se usaron, respectivamente, para estimar la concentraciôn espermàtica utilizando 
una câmara de Neubauer y para preparar frotis que serian tehidos después con Azul de 
Coomassie (Larson y Miller, 1999) para valorar la morfologla espermàtica y la integridad 
acrosômica. Para valorar la morfologla (Fig. 4.1B) los espermatozoides se clasificaron como se 
describe en los capitulos 1 - 3. La integridad acrosômica se valorô como en otras especies de 
felinos (Pukazhenthi et al. 2006b). Los valores de motilidad y la proporciôn de espermatozoides 
con el acrosoma intacto se utilizaron para calcular un Indice de Motilidad-Calidad-Integridad 
Acrosômica (MQA) mediante la fôrmula:
_ VoMôtiles + {calidad x 20)+ %Intactos
-  -
El reste del semen se diluyô en igual volumen de medio F-10 de Ham (Irvine Scientific, 
Izasa, Barcelona, Espaha) tamponado con Hepes y suplementado con 5% de suero fetal 
bovino inactivado (Gibco Invitrogen, Barcelona, Espaha) y se mantuvo a temperatura ambiente 
hasta el final de la electroeyaculaciôn. Después los espermatozoides se procesaron para su
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criopreservaciôn (ver capitulos 3 y 5) y almacenamiento en un banco de recursos genéticos 
(Roldan et al. 2006a) para su uso futuro.
Recogida de espermatozoides epididimarios
Los espermatozoides se recogieron de machos que habian muerto en el campo, en el 
area del Parque Nacional de Donana. Los testiculos y los epididimos se colocaron en una 
boisa de plâstico y se transportaron en refrigeraciôn a 5°C. En el laboratorio se separaron los 
epididimos, se les practicaron unos certes transversales con una hoja de bisturi, y se dejaron 
reposar en una plaça de Pétri (35 x 10 mm Falcon, Becton Dickinson, Le Pont De Claix, 
Francia) con 0,4 ml de un diluyente de congelaciôn con base Tes - Tris (TEST) (ver tabla 1.1), 
durante 10 min. Se registrô el volumen de suspensiôn espermàtica recuperada, medido con 
una micropipeta, y se transfiriô a un microtubo estéril de 1,5 ml. Se valorô la motilidad 
espermàtica y se tomaron dos allcuotas, una para la estima de la concentraciôn y la otra para 
la evaluaciôn de la morfologla espermàtica y la integridad acrosômica: la ftjaciôn, tinciôn y 
evaluaciôn de los espermatozoides se llevaron a cabo tal como se ha descrito anteriormente 
para espermatozoides eyaculados.
Cuantificaciôn de niveles de testosterone y cortisol
Las muestras de sangre se recogieron y centrifugaron para obtenciôn de suero y se 
almacenaron a -80°C. La testosterona y el cortisol séricos se procesaron en un laboratorio de 
anàlisis utilizando un enzimo inmunoensayo competitivo de quimioluminiscencia en fase sôlida 
(Immulite® 1000, Siemens Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL, USA).
Anàlisis estadisticos
Los datos se analizaron con la versiôn 11.5 de SPSS. Los resultados se presentan 
como mediatSEM. Los valores de p<0,05 se conslderaron estadisticamente significativos. 
Para analizar los rasgos fenotipicos y espermâticos, en primer lugar se estudiô la 
independencia y repetibilidad de cada variable (Lessells y Boag 1987). Mediante un ANO VA de 
una via hemos analizado la independencia de las muestras procédantes de machos diferentes 
y de aquéllas de un mismo macho tomadas en anos distintos. Como no se encontraron 
diferencias significativas (p>0,05) entre ambas, los eyaculados se conslderaron como casos 
independientes.
Para comparar las variables espermàticas entre grupos de edad en 2007 (menores, 
iguales y mayores de 3 anos) y valorar las diferencias en las caracteristicas de los machos en 
el periodo 2005 - 2007 se utilizaron ANO VA de una via y test post hoc de Tukey o Games- 
Howell (dependiendo de la igualdad o no de varianzas). Para comparar las variables 
reproductivas recogidas en electroeyaculaciones practicadas en primavera o en invierno, y a
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machos de vida libre o cautivos, se usaron test de t de Student. En ambos tipos de anàlisis, 
ANOVA y test de t, se exploraron previamente los supuestos de normalidad y 
homocedasticidad.
Para analizar posibles diferencias entre las fracciones del eyaculado en machos 
cautivos y en libertad se empleô el test no paramétrico de Friedman para muestras 
relacionadas. Cuando los resultados fueron significativos se realizaron test no paramétricos de 
Wilcoxon para muestras relacionadas.
Las relaciones entre rasgos testiculares, hormonales, y séminales y entre estos y los 
resultados reproductivos en cautividad se analizaron mediante correlaciôn no paramétrica de 
Spearman.
Flg.4.1. (A) Macho de lince ibérico del programa 
de cria en cautividad, (B) espermatozoides de 
lince ibérico examinados mediante microscopia 
electron ica de barrido. Pueden observarse 
diferentes tipos de anormalidades morfolôgicas: 
(1) normal, (2) defecto de cabeza (microcefâlico), 
(3) pieza media doblada, (4) flagelo doblado, (5) 
cola enrollada, (6) cabeza suelta. (C) Pene de un 
macho de lince ibérico; notar las pequenas 
espinas.
Resultados
Caracteristicas fenotipicas, endocrinas y séminales en diferentes grupos de edad
Los machos de lince ibérico alcanzan el màximo de medidas corporales superados los 
3 anos de edad. La longitud de la cabeza (17,74±0,29 cm), la longitud total (104,71 ±1,44 cm), 
la altura de la cruz (46,74±0,61 cm) y el perimetro toràcico (45,55±0,77 cm) mayores se 
observan en los machos con màs de 3 anos y los valores fueron significativamente diferentes 
de los registrados en machos màs jôvenes (<3 anos) (Fig. 4.2).
En los machos electroeyaculados en 2007, en los ùltimos dias de Noviembre y los 
primeros de diciembre, justo antes de la época de cria, los machos >3 anos presentaron una
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masa corporal (p=0,040) y peso de testiculos (p=0,006) significativamente mayor pero el peso 
relativo de testiculos, sin embargo, fue similar para las tres clases de edad (Tabla 4.1). Los 
niveles de testosterona y cortisol circulantes también fueron significativamente mayores en los 
machos >3 anos (Tabla 4.1). El examen del pene revelô la presencia de pequenas espinas en 
la regiôn central del pene (Fig. 4.1 C), pero éstas no estuvieron présentes en todos los machos.
O100
Edad (anos) Edad (anos)
J
3 >3
Edad (anos)
3 >3
Edad (anos)
Fig. 4.2. Rasgos fenotipicos de machos de lince ibérico cautivos examinados entre 2006-2007 para tres 
clases de edad (<3 , =3 y >3 anos). (A) Longitud total (cm), (B) Perimetro toràcico (cm), (C) Masa 
corporal (kg), (D) Peso de testiculos (g). Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05) entre 
clases de edad.
El volumen eyaculado y la concentraciôn espermàtica fueron mayores en los machos 
^3 anos (Tabla 4.1), aunque las diferencias no alcanzaron la significaciôn estadistica. El 
numéro total de espermatozoides en el eyaculado fue significativamente mayor en los machos 
>3 anos que en los <3 anos. Se encontraron diferencias significativas en el pH del semen entre 
los machos màs jôvenes y los adultos, alcanzando un valor de pH -7,0 en los <3 anos y de pH 
-8,0 en los >3 anos (Tabla 4.1). Los machos >3 anos produjeron ademàs semen con una 
proporciôn de espermatozoides môtiles significativamente mayor que los <3 anos. La 
proporciôn de espermatozoides morfolôgicamente normales fue muy superior, aunque no 
significativamente (p=0,08), en los machos >3 anos que en los <3 anos (Tabla 4.1). La 
comparaciôn de las anormalidades en diferentes partes del espermatozoide no mostrô 
diferencias significativas entre grupos de edad (Tabla 4.2). Por ultimo, la proporciôn de
137
espermatozoides con acrosoma intacto tampoco fue significativamente diferente entre grupos 
de edad (Tabla 4.1).
Tabla 4.1. Rasgos testiculares, endocrines y séminales de machos de lince ibérico cautivos de 3 clases 
de edad, recogidos antes de la época de cria.
Edad de los machos
<3 anos 
(N = 3)
3 anos 
(N = 4)
>3 anos 
(N = 5)
Masa corporal (kg) 9,22±0,17" 11,7611,08=® 12,9910,68®
Peso de testiculos (g) 1,66±0,05" 2,1410,15® 2,2910,09®
Peso relativo de testiculos (x10"^ ) 1,80±0,07 1,8010,29 1,7610,07
Testosterona (ng/ml) 0,17±0,08= 0,6710,24=® 0,8510,13®
Cortisol (pg/dl) 7,23±0,57" 18,1013,53=® 21,3413,79®
Volumen eyaculado (pl) 287,67±78,45 358,501100,69 327,80125,76
pH del semen 7,33±0,17" 7,5010,20=® 7,9810,02®
Concentraciôn espermàtica (xlO® esperm./ml) 8,44±5,74 10,2915,71 28,6618,40
Numéro total de espermatozoides (xlO®) 1,81 ±1,06= 3,5411,59=® 8,8412,09®
Motilidad (%) 72,8513,83= 84,1113,15=® 86,8413,38®
Calidad de la motilidad (escala, 0-5) 2,82±0,34 3,3310,16 3,2510,16
Indice de Motilidad Espermàtica (SMI) 64,5915,33 75,3813,08 75,9013,06
Espermatozoides morfolôgicamente 
normales (%) 26,4813,59 27,9915,66 41,7213,86
Acrosomas intactos (%) 66,86111,62 65,6417,85 71,3515,45
Indice de Motilidad, Calidad y Acrosomas 
(MQA) 65,3517,20 72,1314,28 74,3812,07
Muestras recogidas en Noviembre - Diciembre de 2007.
Entre columnas (clases de edad), letras diferentes en los superîndices indican diferencias significativas 
(p<0,05).
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Tabla 4.2. Anormalidades espermàticas en machos de lince ibérico cautivos de 3 clases de edad, en
muestras de semen obtenidas antes de la época de cria.
Edad de los machos
<3 anos 
(N = 3)
3 anos 
(N = 4)
>3 anos 
(N = 5)
Espermatozoides morfolôgicamente 
anormales (%) 73,5213,59 72,0115,66 58,2813,86
Cabeza 8,3015,80 7,5113,67 4,7511,44
Cabezas sueltas 3,1510,73 13,2115,40 7,7712,07
Pieza media 35,0518,31 28,3113,69 27,9913,09
Pieza principal y terminal 26,9912,56 20,6312,89 17,0111,99
Con gota citoplasmàtica 17,0515,86 9,5412,45 17,3412,67
Muestras recogidas en Noviembre - Diciembre de 2007.
Caracteristicas testiculares, endocrinas y séminales en animales cautivos y de vida libre
Se han examinado posibles diferencias en los rasgos reproductivos entre animales 
cautivos y de vida libre en los machos electroeyaculados en 2006. No hubo diferencias 
significativas entre los machos en los dos ambientes con la excepciôn de un menor (p=0,04) 
porcentaje de espermatozoides môtiles en los machos que vivlan en libertad (58,32±6,30%) 
con respecto a los machos cautivos (77,85±4,95%) (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Rasgos testiculares, endocrines y séminales de lince ibérico en diferentes anos. Machos >3 
anos.
2005 2006 2007
Cautivos 
(N = 3)
Libres 
(N = 4)
Cautivos 
(N = 5)
Cautivos 
(N = 9)
Edad (anos) 5,00±1,00 7,0011,78 4,8010,92 4,5610,69
Masa corporal (kg) 12,8511,05 14,3510,80 13,6810,73 12,3710,63
Peso de testiculos (g) 2,4010,15=® 3,0310,38 2,6510,14= 2,2310,08®
Peso relativo de testiculos (xlO"^) 1,8710,07 2,1310,27 1,9510,12 1,7810,12
Testosterona (ng/ml) 0,70 10,08 1,1710,40 0,8410,15 0,7710,12
Cortisol (pg/dl) 16,9511,35 10,8010,82 13,3211,64 19,9012,53
Volumen eyaculado (pl) 564,67172,13 470,25183,36 436,201106,63 341,44±43,63
pH seminal
Concentraciôn espermàtica 
(xlO® espermatozoides/ml)
N° total de espermatozoides (xlO®)
7,9310,07
4,6910,63
2,7310,66
7,4510,26
10,1314,06
5,2712,76
7,5410,10
8,0412,12
3,4811,33
7,7710,12
20,4915,95
6,4811,58
Motilidad (%) 78,8315,74 58,3216,30 (*) 77,8514,95 (*) 85,6312,25
Calidad de la motilidad (escala, 0-5) 3,0610,11 2,6710,32 3,7210,53 3,2910,11
Indice de la Motilidad Espermàtica (SMI)
Espermatozoides morfolôgicamente 
normales (%)
Acrosomas intactos (%)
Indice de Motilidad, Calidad y Acrosomas 
(MQA)
70,0113,95
24,7016,35
39,7213,09=
59,9212,72
55,8115,83
25,9115,95
49,5919,53
53,7316,72
76,1017,29
31,3115,07
44,4516,92=
65,5516,02
75,6712,04
35,6213,91
68,8114,42®
73,3812,10
Muestras recogidas en Noviembre - Diciembre de 2007.
Los parâmetros séminales son la media para el eyaculado complete.
Entre anos, letras diferentes indican diferencias significativas en machos cautivos (p<0,05).
Entre machos cautivos y en libertad (ano 2006), los asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05).
Rasgos testiculares, endocrines y séminales después de la época reproductiva
Los datos fenotipicos y espermâticos recogidos entre febrero y Abril, al final de la época 
de cria, se presentan en la Tabla 4.4. La comparaciôn de parâmetros de estos eyaculados y 
los recogidos entre Noviembre y diciembre (antes de la época de cria) (Tablas 4.1 y 4.3) no 
revelô diferencias significativas.
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Tabla 4.4. Caracteristicas séminales del lince ibérico después de la época de cria
Media ± SEM 
(N=3)
Edad (anos) 3,33±0,88
Masa corporal (kg) 12,20±2,25
Peso de testiculos (g) 2,21±0,21
Peso relativo de testiculos (xlO"*) 1,93±0,42
Testosterona (ng/ml) 0,57±0,25
Cortisol (pg/dl) 18,40±4,60
Volumen eyaculado (pl) 660,671178,23
pH seminal 7,7010,21
Concentraciôn espermàtica 
(xlO® espermatozoides/ml) 20,6917,41
N° total de espermatozoides (xlO®) 15,1616,76
Motilidad (%) 62,11114,32
Calidad de la motilidad (escala, 0-5) 2,8310,12
Indice de la Motilidad Espermàtica (SMI) 59,3918,15
Espermatozoides morfolôgicamente normales (%) 20,0711,84
Acrosomas Intactos (%) 33,1511,24
Indice de Motilidad, Calidad y Acrosomas (MQA) 50,6415,75
Muestras recogidas en Febrero - Abril de 2005.
Fracciones séminales
Se compararon las caracteristicas espermàticas de cada una de las cuatro fracciones 
recogidas durante el protocolo de electroeyaculaciôn de los machos mayores de 3 anos. Se 
encontraron diferencias significativas entre series en el numéro total de espermatozoides, 
siendo mayor en la primera serie (4,06±1,51 x 10® espermatozoides) que en las otras tres 
series de la electroeyaculaciôn (1,01 ±0,26, 0,50±0,15 y 0,31 ±0,16 x 10® espermatozoides en la 
segunda, tercera y cuarta serie, respectivamente; p=0,03 en todos los casos) (Fig. 4.3).
En machos de vida libre de >3 anos, aunque el numéro de espermatozoides fue 
ligeramente mayor en la primera fracciôn, no se encontraron diferencias significativas para 
ninguno de los caractères espermâticos estudiados (no se muestran los datos).
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Fig 4.3. Parâmetros espermâticos de las cuatro fracciones de la electroeyaculaciôn recogidas de 
machos cautivos de lince ibérico con mâs de 3 anos de edad. Los asteriscos indican diferencias 
significativas (p<0,05) entre fracciones (series).
Relaciôn entre caracteristicas seminaies
Se han examinado las posibles relaciones entre caracteristicas espermàticas y 
fenotipicas en machos >3 anos. Se encontô relaciôn significativa entre el nivel de testosterona 
en suero y el volumen eyaculado (p<0,05) y también entre el peso de testiculos y el volumen 
eyaculado (p<0,01). No se encontrô asociaciôn significativa entre el peso relativo de testiculos, 
o la testosterona, con los parâmetros espermâticos. Hubo relaciôn significativa entre el pH del 
semen y el % de espermatozoides normales (p<0,05), y con el % de acrosomas intactos 
(p=0,05). No se encontrô asociaciôn entre el numéro total de espermatozoides y el % de 
espermatozoides normales. SI se observô relaciôn significativa entre el % de espermatozoides 
môtiles y la calidad de la motilidad (p<0,01). Ademâs, el % de espermatozoides môtiles 
correlacionô significativamente con el % de acrosomas intactos (p<0,05). Por ultimo, hubo 
correlaciôn significativa entre el % de espermatozoides normales y el % de acrosomas intactos 
(p<0,01) o el Indice MQA (p<0,01).
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Espermatozoides epididimarios
Se intenté recuperar espermatozoides post mortem de seis machos que habian muerto 
por diferentes causas en poblaciones naturales. Los testiculos y los epididimos (normalmente 
uno de cada macho) se recuperaron y examinaron entre marzo de 2005 y Abril de 2008. El 
peso de testiculos y los parâmetros espermâticos se ajustaron para dos testiculos. Se pudieron 
recuperar espermatozoides epididimarios de cuatro machos (Tabla 4.5). Hemos observado 
considerables diferencias entre machos, principalmente en relaciôn al numéro total de 
espermatozoides (rango: 0,55 -  31,15 x 10® espermatozoides) y la proporciôn de 
espermatozoides normales (rango: 17 - 54%). En dos casos (FM 1 y FM3) se pudieron evaluar 
todos los parâmetros espermâticos excepto la motilidad, debido a que cuando las muestras 
llegaron al laboratorio los espermatozoides la habian perdido (Tabla 4.5).
Tabla 4.5. Caracteristicas testiculares y de los espermatozoides epididimarios frescos de lince ibérico 
recuperados post mortem.
Macho
FMI FM2 FM3 FM4 Media ±SEM
Fecha de muerte 14/03/05 17/04/06 14/03/07 18/03/07
Edad (anos) 2 3 4 11 5,00±2,04
Causa de muerte Atropello Atropello Infecciôn Infecciôn
Masa corporal (kg) 11,00 n.d. 12,35 8,26 9,17±1,61
Peso de testiculos (g) 5,14 5,92 6,11 4,70 5,36±0,28
Peso relativo de testiculos (xlO^) 4,67 n.d. 4,95 5,69 5,09± 0,31
Numéro total de espermatozoides 
(XlO®) 7,31 31,15 0,55 1,96 10,24±1,78
Motilidad (%) 0 45 0 50 47,5±2,5
Calidad de la motilidad (escala, 0-5) 0 2 0 2,5 2,25±0,25
Indice de la Motilidad Espermàtica 
(SMI) 0 42,50 0 50,0 46,25±3,75
Espermatozoides viables (%) 48 68 23 n.d. 46,42±13,09
Espermatozoides morfolôgicamente 
normales (%) 38 54 17 18 31,75±5,92
Acrosomas intactos (%) 32 32 44 46 38,50±3,79
Espermatozoides sin gota 
citoplasmàtica (%) 67 94 95 72 82,00±7,47
Muestras recogidas en Febrero - Abril de 2005. 
n.d., sin determiner.
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Los parâmetros espermâticos promedio para espermatozoides epididimarios fueron 
similares a los observados para espermatozoides eyaculados obtenidos de machos de vida 
libre de la poblaciôn de Donana. Estos dos grupos (machos de vida libre evaluados in vivo y 
post mortem) difieren en el peso absoluto y relativo de testiculos, que fueron mayores en las 
muestras recogidas post mortem (comparar las Tablas 4.3 y 4.5).
Relaciones entre parâmetros séminales y fertilidad del macho
Se han analizado los resultados de fertilidad de diferentes machos en cautividad en el 
periodo 2006 - 2008 y se han comparado estos datos con las caracteristicas séminales de 
estos machos, que fueron valoradas a partir de la muestra tomada en una electroeyaculaciôn 
que se le practicô aproximadamente un mes antes del inicio de la época de cria. Se 
conslderaron solo los apareamientos entre hembras y machos > 3 anos de edad. En una época 
de cria dada, en algunos casos, un mismo macho se emparejô con 2 hembras de forma 
sucesiva, con un tiempo de descanso entre ambas.
Hubo correlaciôn significativa entre el peso relativo de testiculos de los machos y el 
numéro medio de côpulas por hembra (p=0,02), asi como con el numéro medio de côpulas con 
la primera hembra cuando un macho se emparejô 2 veces (p=0,01) (Fig. 4.1 A). Ademâs se 
observô correlaciôn significativa entre el numéro total de espermatozoides en el eyaculado y el 
numéro de côpulas con la primera hembra con la que se apareô (p=0,03) (Fig. 4.1 B). Las 
caracteristicas del semen también se relacionaron con el numéro de cachorros/hembra, como 
se puso en evidencia al comparar las hembras que parieron 2 y 3 cachorros, respectivamente 
(Figs 4.1C,D), de forma que los machos que dieron lugar a mayor numéro de cachorros 
produjeron un numéro de significativamente mayor espermatozoides en el eyaculado (p=0,05) 
(Fig. 4.1 C), una mayor motilidad (revelada por el SMI) (p<0,05) (Fig. 4.1 D) y una mayor 
proporciôn de espermatozoides con acrosoma intacto en el eyaculado (p=0,01).
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Fig. 4.4. Relaciôn entre caracteristicas fenotipicas y séminales de linces ibéricos cautivos y su fertilidad. 
(N=12), (A) Peso relative de testicules (xlO"^) y N® de copulas/1® hembra; p=0,01, (B) N° total de 
espermatozoides (x10®) y N® côpulas/1® hembra; p=0,03, (C) Diferencias en numéro total de 
espermatozoides (x10®) ouando la 1® hembra parié 2 6 3 cachorros; p=0,05, (D) Diferencias en SMI 
cuando la 1® hembra parié 2 o 3 cachorros; p=0,001.
Discusiôn
Este estudio ha permitido valorar per primera vez les rasgos fenotipicos, endocrinos y 
séminales de linces ibéricos cautivos y en libertad. Los resuitados obtenidos han revelado 
diferencias relacionadas con la edad del macho, pero no mayores diferencias entre individuos 
cautivos 0 en libertad, ni entre espermatozoides eyaculados de animales vivos o epididimarios 
de animales muertos. Ademâs, hemos descubierto asociaciôn significativa entre paramétrés 
del eyaculado como el % de acrosomas intactes con el % de espermatozoides môtiles y el % 
de espermatozoides normales, y de rasgos fenotipicos o séminales con la fertilidad de les 
machos del programa de cria en cautividad.
El peso de testicules (2,52±0,10 g) en el lince ibérico y, consecuentemente, el peso 
relative de testicules (indice gonadosomâtico) (1,89±0,08 x 10^) son muy pequehos en 
comparaciôn con otras especies de mamiferos (Kenagy y Trombulak 1986, França y Godihno 
2003). Ademâs, les pesos absolute y relative de testicules del lince ibérico son bajos en 
comparaciôn con les de otras especies de felines con similar masa corporal, tales como el 
caracal (peso de testicules hasta 10,00 g e Indice gonadosomâtico hasta 5,00 x 10"*; Bernard y 
Stuart 1987), el gate pescador {Prionailurus viverrinus) (peso de testicules: 6,05+0,55g e Indice 
gonadosomâtico: 5,00 x 10^; Thiangtum et al. 2006) o el ocelote (peso de testicules hasta 
65,21 ±7,59 g e Indice gonadosomâtico hasta 57,25 x 10"*; Stoops et al. 2007). El lince ibérico
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tiene una masa de testiculos que es incluse mas pequena que la observada en felines salvajes 
de mener tamano corporal tales como la tigrina (peso de testiculos: 4,62±0,22 g; indice 
gonadosomâtico: 15,40 x 10^; Morais et al. 2002) o el margay (peso de testiculos: 6,82±0,22 
g: indice gonadosomâtico: 20,06 x 10^; Morais et al. 2002) con una masa corporal cuatro 
veces mener, o el gate de Pallas (peso de testiculos: 2,20±0,22 g e indice gonadosomâtico: 
4,02 X 10"*: Swanson et al. 1996a) con una masa corporal 2 -3  veces mâs pequena. Por otra 
parte, les rasgos testiculares en el lince ibérico son similares a les vistos en lince euroasiâtico 
(peso de testiculos mâximo 3,19 g; Jewgenow et al. 2006) y lince rojo (peso de testiculos hasta 
2,14 g; indice gonadosomâtico hasta 2,05 x 10"*; capitule 3). El peso relative de testiculos es 
un buen indicador del nivel de competencia espermâtica de una especie (Gomendio et al. 
1998), le que parece indicar que en las especies de linces en libertad las hem bras no suelen 
copular con varies machos. Otra posible explicaciôn no excluyente es la baja variabilidad 
genética de la especie (Johnson et al. 2004). Deberia tenerse en cuenta que les machos se 
examinaron airededor de un mes antes de la época de cria de forma que es posible que les 
valores de masa testicular registrados puedan no corresponderse con les valores mâximos 
alcanzados en el pico la época de cria. En cualquier case, el hecho de que presenten similar 
peso absoluto y relativo de testiculos después de la época de cria, y similar al de otras 
especies de lince, sugiere que la estacionalidad no sea una explicaciôn para el reducido 
tamano testicular. También parece improbable que la disponibilidad de alimente o el estrés de 
cautividad puedan explicar este carâcter, dado que no se han encontrado diferencias entre 
machos libres y cautivos. A la vista de les resuitados se hacen necesarios mâs estudios 
encaminados al anâlisis de efecto de la variabilidad genética en el tamano de testiculos asi 
como en la calidad seminal.
La presencia de espinas queratinizadas en el pene se cree que es un rasgo especie- 
especifico y adaptative (Swanson et al. 2003). En el lince ibérico la ausencia de espinas en 
algunos machos, o la presencia de algunas muy pequehas en otros, podria estar relacionada 
con les bajos niveles de testosterone encontrados (Aronson y Cooper 1967), aunque no 
tenemos evidencia suficiente para concluir que ambos caractères estén relacionados o no. Las 
espinas pueden desarrollarse mâs juste antes de que las hembras se muestren en estro, junte 
a un incremento del nivel de testosterone en sangre en el pico de la época reproductive, tel 
como se ha descrito en el gate de Pallas (Brown et al. 2002). No obstante es posible que las 
espinas no se desarrollen en respuesta a un incremento de la testosterone como se ha 
observado que ocurre en jaguares cautivos (Morato et al. 2004), o simplemente que la 
presencia y tamano de la espinas no esté relacionado con la testosterone circulante (Swanson 
et al. 2003). Para poder dilucidar entre estas alternatives son necesarios estudios que 
examinen a los machos de lince ibérico en el pico de la época de cria.
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El numéro total de espermatozoides recogido a partir de machos adultos de lince ibérico 
electroeyaculados (promedio 5,56 x 10® espermatozoides) fue menor que el registrado para 
otros felinos de mediano tamano (ver capitule 5), incluidas otras especies de linces como el 
lince rojo (10,01 x 10® espermatozoides: capitule 3) pero mayor que el descrito para el lince 
euroasiâtico, con 1,6 -  2,9 x 10® espermatozoides totales por eyaculado (Jewgenow et al. 
2006). Estes resuitados concuerdan con las diferencias en peso de testiculos que existen entre 
estas especies (ver mâs arriba).
El porcentaje de espermatozoides môtiles (promedio 77,05±2,85%) y de 
espermatozoides con acrosoma intacte (54,28±3,89%) fue, en general, mâs bajo que el 
observado en otros felinos de mediano tamano como el ocelote, el caracal, el serval o el gate 
pescador (Howard 1993, Pukazhenthi et al. 2002, Thiangtum et al. 2006, Stoops et al. 2007) 
pero mâs alto que los registrados en lince euroasiâtico (30% de espermatozoides môtiles antes 
de la época de cria o lince rojo (55,71 ±5,76% de espermatozoides môtiles: capitule 3).
La proporciôn de espermatozoides normales por eyaculado varia ampliamente entre las 
especies de felinos (Pukazhenthi et al. 2006c), pero la teratospermia (presencia de mâs del 
60% de espermatozoides morfolôgicamente anormales en el eyaculado) tiene una alta 
prevalencia en esta familia. Los machos de lince ibérico producen, en promedio, una baja 
proporciôn de espermatozoides morfolôgicamente normales (30,62±2,48%), en comparaciôn 
con especies predominantemente normospérmicas como el ocelote (Baudi et al. 2008) o el 
serval (Pukazhenthi et al. 2002), pero estos valores son similares a los registrados para lince 
euroasiâtico (28,7±13,0%, Howard 1993: 26%, Jewgenow et al. 2006) y mayores que los 
observados en el lince rojo (14,67±2,07%: capitulo 3) o en especies con niveles extremes de 
teratospermia como el guepardo (12% espermatozoides normales: Roth et al. 1995), la 
pantera de Florida (6% espermatozoides normales: Barone et al. 1994) o la pantera nebulosa 
(<20% espermatozoides normales: Wildt et al. 1986a, Pukazhenthi et al. 2006b). Por otra parte, 
Neubauer y colaboradores (2004) afirman que el incremento del porcentaje de 
espermatozoides anormales en el eyaculado estâ asociado con un incremento en la 
producciôn de espermatozoides en gatos teratospérmicos (Neubauer et al. 2004). Hemos 
explorado la potencial relaciôn entre el numéro total de espermatozoides y el % de 
espermatozoides anormales en el lince ibérico y no hemos encontrado asociaciôn significativa 
entre estos parâmetros.
El porcentaje de espermatozoides con el acrosoma intacto (promedio 54,28±3,89%) fue 
bajo en comparaciôn con los valores vistos en ocelote, gato pescador o gato de Pallas (Baudi 
et al. 20008, Thiangtum et al. 2006, Swanson et al. 2006), pero ligeramente superior al 
observado en lince rojo (43,7±3,8%: capitulo 3).
Las caracteristicas séminales, especialmente el bajo porcentaje de espermatozoides 
normales y el bajo nivel de testosterone circulante, pueden estar relacionados con los bajos
147
niveles de variabilidad genética de esta especie, que son de los mâs bajos documentados en 
felinos (Johnson et al. 2004). Estudios previos han encontrado relaciôn entre una reducida 
variabilidad genética y una merma en los valores alcanzados por parâmetros reproductivos en 
felinos salvajes como el guepardo (Wildt et al. 1983, 1987b, Roth et al. 1995), el leôn {Panthera 
leo] Wildt et al. 1987a) y la pantera de Florida (Barone et al. 1994). Deberian plantearse 
estudios en el future orientados a estudiar si este es también el caso del lince ibérico y ademâs 
si los diferentes niveles de variabilidad genética existantes en las dos poblaciones aisladas 
(Johnson et al. 2004) afectan de forma diferente a las caracteristicas fenotipicas y la calidad 
seminal.
El anâlisis de los resuitados de parâmetros séminales sugiere que los machos de lince 
ibérico no alcanzan la madurez sexual plena hasta que superan los 3 anos de edad. Los 
machos d e l  - 2  anos comienzan a producir espermatozoides y presentan diferencias 
significativas en parâmetros fenotipicos, endocrinos y séminales con los machos de mâs de 3 
anos; incluse difieren significativamente de los machos de 3 anos en el peso de testiculos. Los 
machos de 3 anos presentan, por una parte, valores mayores en todos los parâmetros 
séminales, endocrinos y fenotipicos evaluados que los animales mâs jôvenes y, por otra, 
valores menores en la mayoria de parâmetros evaluados que los machos de mâs de 3 anos, 
aunque las diferencias en ambos casos no llegan a ser estadisticamente significativas.
No se encontraron diferencias entre las caracteristicas reproductivas de los machos 
antes y después de la época de cria, definiendo ésta en base a la receptividad de las hembras. 
No hemos examinado los machos en el pico de la época de cria para evitar las perturbaciones 
que esto les pudiese generar en la época critica para el programa de cria en cautividad. Es 
posible que aunque las hembras de esta especie presentan un période de receptividad muy 
restringido, los machos continùen produciendo espermatozoides hasta mâs avanzado el ano. 
Futures estudios deberian explorar esta posibilidad.
Se detectaron diferencias en el peso absoluto y relativo de testiculos entre las medidas 
tomadas in vivo y las tomadas post mortem. El valor mâs alto identificado en testiculos 
recogidos y transportados al laboratorio podria deberse a la eliminaciôn del escroto y la tunica 
albuginea, que comprimen los testiculos y, en consecuencia, las medidas resultan menores 
que las tomadas a partir de animales vivos. Por otra parte, existen algunas particularidades en 
algunos de los machos examinados post mortem que podrian estar afectando a los resuitados, 
por lo que deben ser senaladas. El macho FM4 era senescente (11 anos de edad) y mostraba 
caquexia y deshidrataciôn severa que habian reducido su masa corporal. En segundo lugar el 
macho FMI presentaba bajas masas corporales y testiculares debido a su corta edad (2 anos).
No hubo grandes diferencias en los parâmetros espermâticos de machos cautivos y en 
libertad, lo cual es consistente con resuitados obtenidos para guepardo (Wildt et al. 1987b, 
Crosier et al. 2007) y no sorprende dado que la mayoria de los animales del programa de cria
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en cautividad del lince ibérico han sido trasiadados a cautividad recientemente, reciben una 
dieta equilibrada y se encuentran en instalaciones de gran tamano provistas de vegetaciôn 
autôctona que las dota de caractristicas muy parecidas al habitat natural de la especie. Los 
resuitados contrastan con los vistos en el jaguar, en el cual los machos de vida libre producen 
mayor numéro de espermatozoides y con una proporciôn mayor de espermatozoides 
morfolôgicamente normales que los machos mantenidos en zoolôgicos (Morato et al. 2001), 
quizâs como resultado de unas condiciones pobres de cautiverio.
El anâlisis conjunto de los resuitados de parâmetros séminales y fertilidad sugiere 
también que los machos de lince ibérico no alcanzan la madurez sexual plena hasta que 
superan los 3 anos de edad, aunque los machos de entre 2 y 3 anos son capaces de fecundar 
hembras de ^ 3 anos de edad. De forma similar, las hembras no alcanzan la madurez sexual 
plena hasta los 3 anos. Un 71,43% de las hembras de 3 anos de edad quedaron prenadas 
mientras que ninguna hembra de 2 anos ha quedado prenada si no se ha apareado con un 
macho maduro.
Se han encontrado asociaciones claras entre caractères fenotipicos (peso relativo de 
testiculos) o parâmetros espermâticos (numéro total de espermatozoides, motilidad, integridad 
acrosômica) y la fertilidad de los machos. El peso relativo de testiculos y el numéro de 
espermatozoides muestran una relaciôn significativa con el numéro de côpulas, mientras que el 
numéro de espermatozoides, la motilidad y la integridad acrosômica estân asociadas con el 
numéro de cachorros. Estos resuitados son importantes porque nos permitirân evaluar en el 
future el potencial reproductive de los machos del programa de cria en cautividad antes de la 
época de cria. Se ha dado en el pasado bastante dificultad para establecer lazos claros entre 
parâmetros espermâticos y fertilidad masculina en felinos, lo cual puede estar relacionado con 
el hecho de que el numéro de machos cautivos fuese pequeno y que ademâs estuviesen 
disperses por varies zoos. En ungulados salvajes, en los que se pudo examiner un mayor 
numéro de animales, se han revelado asociaciones claras entre parâmetros espermâticos y 
fertilidad masculina (Male et al. 2005, Gomendio et al. 2007).
En resumen, nuestro estudio revelô que en el lince ibérico, (a) es posible recoger 
semen de animales que viven en libertad, (b) los machos alcanzan la madurez sexual plena 
cuando superan los 3 anos de edad, (c) algunas caracteristicas séminales pueden variar entre 
anos, (d) no hay diferencias importantes en cuanto a parâmetros espermâticos entre animales 
cautivos y de vida libre, (e) no hay diferencias entre muestras de semen recogidas airededor 
de un mes antes de la época de apareamientos, o justo después de este momento, (f) es 
posible recuperar espermatozoides epididimarios viables de animales muertos, y (g) varias 
caracteristicas fenotipicas y séminales correlacionan con el comportamiento reproductive y la 
fertilidad masculines.
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Capitulo 5
Calidad del semen, criopreservaclôn 
de espermatozoides y fecundaciôn 
in vitro heterôloga en el lince ibérico 
{Lynx pardi nus)
?
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Resumen
e han examinado los paramétrés séminales y los factores que afectan a la 
criopreservaclôn espermâtica en el lince ibérico {Lynx pardinus), considerado el felino mâs 
amenazado del planeta. Para la criopreservaclôn el semen se lavô mediante centrifugaciôn, 
se resuspendiô en TEST o Biladyl, ambos con 20% de yema de huevo y 4% de glicerol, se 
cargô en pajuelas, se refrigerô hasta 5°C con un sistema automâtico programable y 
congeladas sobre vapores de nitrôgeno. Se ha usado fecundaciôn in vitro heterôloga 
conoocitos de gato domestico madurados in vitro para valorar la capacidad fecundante de 
los espermatozoides criopreservados. Se obtuvo semen mediante electroeyaculaciôn de 5 
machos, con (mediaiSEM) 3,3±0,6 x 10® espermatozoides totales, 73,6±4,6% de 
espermatozoides môtiles, 23,7±4,0% de espermatozoides morfolôgicamente normales y 
40,7±2,3% de espermatozoides con acrosoma integro. Después la descongelaciôn se 
obtuvo mayor porcentaje de espermatozoides môtiles en las muestras congeladas en TEST 
(34,0±6,2%) que en las congeladas en Biladyl (7,5±4,8%) (p<0,05). No se observaron 
diferencias en el porcentaje de espermatozoides con acrosomas intactos entre diluyentes. 
Los espermatozoides criopreservados de lince ibérico fueron capaces de fecundar in vitro 
oocitos de gato doméstico madurados in vitro. Se obtuvieron tasas de fecundaciôn mâs altas 
con espermatozoides criopreservados en TEST (20,5±4,5%) que con los criopreservados en 
Biladyl (11,5±6,8%), pero la diferencia no fue estadisticamente significativa. El anâlisis de 
parâmetros séminales y las tasas de fecundaciôn ha mostrado una relaciôn positiva y 
significativa entre el porcentaje de espermatozoides normales y el porcentaje de 
espermatozoides con el acrosoma intacto antes de la congelaciôn y el éxito de la 
fecundaciôn heterôloga (p=0,04). Este es el primer estudio sobre criopreservaciôn de semen 
de lince ibérico y anâlisis de potencial fecundante que permitirâ avanzar en el desarrollo de 
biotecnologlas reproductivas en esta especie de felino criticamente amenazada.
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Introducciôn
El lince ibérico se considéra el felino mâs amenazado del mundo y el carnivoro mâs 
amenazado de Europe (Nowell y Jackson 1996). La especie estâ incluida como 
“criticamente amenazada” en la Lista Roja de la lUCN (lUCN 2008). No se ha extinguido 
ninguna especie de felino salvaje desde hace varios miles de anos (Swanson et al. 2007). Si 
el lince ibérico se extinguiera, séria la primera especie en hacerlo desde enfonces.
El lince ibérico es endémico de la peninsula Ibérica y hasta hace 100 anos se 
distribuia por toda ella (Rodriguez y Delibes 2003, Rodriguez 2007). En el présente el 
tamano de poblaciôn en libertad es de aproximadamente 200 individuos que estân 
confinados al sur de Espaha, distribuidos en dos poblaciones reproductive mente viables y 
aisladas, con niveles diferentes de variabilidad genética (Johnson et al. 2004), una en 
Dohana y la otra en las sierras de Andùjar y Cardena en Sierra Morena oriental (Blanco 
1998, Rodriguez y Delibes 2003, Rodriguez 2007).
Durante décades se ha realizado mucho trabajo centrado en la écologie y la 
conservaciôn in situ de esta especie. Las medidas de conservaciôn ex situ se iniciaron en 
2003 con la puesta en marcha del Programa de Conservaciôn Ex Situ del lince ibérico 
mediante el establecimiento de un Memorandum de Acuerdo entre el Ministerio de Medio 
Ambiente de Espaha y la Junta de Andalucia. Este programa utiliza el Plan de Acciôn para la 
cria en cautividad del lince ibérico como mapa de ruta (Vargas et al. 2007). Uno de sus 
principales objetivos de este programa consiste en char linces ibéricos en cautividad para 
conservar el 85% de la variabilidad genética existante al comienzo de la cria en cautividad y 
mantenerla en la naturaleza por un periodo de 30 anos. Para alcanzar este objetivo se 
decidiô que se mantendria en cautividad un stock de 60 - 70 linces ibéricos (32 fundadores 
mâs los individuos nacidos en el programa de cria en cautividad) (Vargas et al. 2008) antes 
de que se intenten las reintroducciones en o después de 2010.
La conservaciôn del lince ibérico, usando las aproximaciones in situ y ex situ, puede 
beneficiarse de una serie de técnicas de reproducciôn asistida (ARTs) (Wildt 1990, 
Pukazhenthi y Wildt 2004, Pope et al. 2006a,b, Pukazhenthi et al. 2006a, Swanson 2006). 
En particular, la recolecciôn, preservaciôn y uso de espermatozoides serâ importante para el 
establecimiento de un banco de recursos genéticos y, en combinaciôn con otras técnicas 
como la inseminaciôn artificial, maduraciôn de oocitos in vitro, fecundaciôn, cultivo y 
transferencia de embriones, permitiria el flujo genético entre poblaciones separadas, 
incluyendo el enlace entre poblaciones in situ y ex situ, sin tener que extraer animales de la 
naturaleza o desplazar animales cautivos (Pukazhethi et al. 2006a, Swanson et al. 2007). 
Las viabilidad de estas aproximaciôn se ha demostrado en guepardo usando 
espermatozoides congelados-descongelados recogidos de machos salvajes en Namibia 
para inseminaciôn artificial que ha culminado en el nacimiento de cachorros vivos en zoos
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de Norteamérica (Wildt et al. 1997) y se estâ desarrollando actualmente en otras especies 
de felinos (Swanson et al. 2007).
Hay diversos estudios que tratan sobre la recogida, caracterizaciôn y 
criopreservaclôn de espermatozoides en felinos. Se han examinado métodos para la 
criopreservaciôn de espermatozoides de especies salvajes pero son necesarios todavia 
estudios bâsicos de criobiologia bâsicos para muchas especies (Leibo y Songsasen 2002). 
La criopreservaciôn es létal para una alta proporciôn (airededor del 50%) de 
espermatozoides en cualquier muestra de semen (Watson 2000). En general, los 
espermatozoides descongelados presentan ademâs un alto porcentaje de membranas 
acrosômicas dahadas (Swanson y Wildt 1997). Se ha demostrado que los espermatozoides 
de las distintas especies varlan considerablemente en criosensibilidad, y que estas 
diferencias se dan también entre individuos de una misma especie (Yu et al. 2002), y por ello 
se hace necesario ajustar los protocolos de criopreservaciôn a cada especie. Estudios con 
gato doméstico han usado criodiluyentes basados en Tris-âcido citrico o Tes - Tris (TEST) 
con resuitados variables. Esto es, algunos estudios han registrado mejor tasa de 
supervivencia a la congelaciôn con los de base Tris y otros con los basados Tes (Luvoni 
2006). No hay experiencias previas en la criopreservaciôn de espermatozoides de lince 
ibérico.
La preparaciôn de las muestras para su criopreservaciôn implica la diluciôn en medio 
de cultivo (por ejemplo F-10 de Ham) y una centrifugaciôn posterior (Pukazhenthi et al. 2002; 
Swanson et al. 2006; Thiangtum et al. 2006; Stoops et al. 2007). La evaluaciôn de la 
supervivencia espermâtica se hace mediante incubaciones de espermatozoides frescos o 
criopreservados en medio de cultivo con suero fetal bovino, examinando la motilidad y la 
integridad acrosômica a lo largo del tiempo (Thiangtum et al. 2006); esto puede servir como 
indicaciôn de la supervivencia espermâtica durante el cocultivo de gametos durante la 
fecundaciôn in vitro (IVF) o después de una inseminaciôn artificial. En algunas especies 
como la pantera nebulosa {Neofelis nebulosa), se prefiere el suero homôlogo en lugar del 
suero fetal bovino (Pukazhenthi et al. 2002). Dado que la supervivencia durante la 
incubaciôn puede ser pobre en algunas especies, es necesario explorar medios de cultivo 
alternativos o suero homôlogo.
En el laboratorio se pueden analizar varios parâmetros espermâticos para la 
evaluaciôn de la calidad del semen, pero estos aportan solo una limitada estima de la 
funcionalidad espermâtica. Por otra parte, la fecundaciôn in vitro (IVF) proporciona un test 
muy util de la funcionalidad pero la recogida de oocitos de especies amenazadas muchas 
veces no es posible. Los oocitos de gata doméstica se encuentran disponibles con cierta 
facilidad y pueden resultar utiles para valorar la funcionalidad de espermatozoides de lince 
ibérico, permitiendo examiner si son capaces de interactuar con y penetrar los oocitos de
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gata doméstica, como se ha visto en otras especies de felinos no domésticos (gato de 
Bengala {Felis bengalensis): Howard y Wildt 1990, Andrews et al. 1992; tigre {Panthera 
tigris): Donoghue et al. 1992b; guepardo {Acinonyx jubatus)'. Donoghue et al. 1992a, Roth et 
al. 1995; pantera de las nieves {Panthera uncia): Roth et al. 1994; gato pescador 
{Prionailurus viverrinus): Thiangtum et al. 2006; gato de Pallas {Otocolobus manul): 
Swanson et al. 2006; ocelote {Leopardus pardalis): Stoops et al. 2007).
Los objetivos de este estudio fueron (a) caracterizar los parâmetros séminales del 
lince ibérico, (b) analizar la capacidad de los espermatozoides de lince ibérico de sobrevivir 
en varias condiciones de incubaciôn in vitro, (c) valorar métodos de criopreservaciôn, 
evaluando el efecto sobre la motilidad y la integridad acrosômica, y (d) evaluar la capacidad 
fecundante de espermatozoides criopreservados de lince ibérico usando fecundaciôn in vitro 
heterôloga de oocitos de gato doméstico.
Materiales y métodos
Animales
Cinco machos de lince ibérico ( 3 - 6  anos de edad), mantenidos en el Centro de Cria de 
Lince Ibérico “El Acebuche” (Parque Nacional de Donana, Huelva, Espana), se 
electroeyacularon bajo anestesia general justo antes de la época de cria de los anos 2005 y 
2006. La época de cria abarca de diciembre a febrero, ocurriendo la mayoria de los 
apareamientos en enero. Todos los machos procedian de la naturaleza y, tras el 
conveniente periodo de cuarentena fueron mantenidos en condiciones seminaturales en 
instalaciones individuales de 550 m^  en contacte visual, olfativo y auditive con machos y 
hembras de la misma especie. Las instalaciones estân provistas de vegetaciôn mediterrânea 
natural. De los 5 machos utilizados en este estudio, uno habia mostrado fertilidad con 
anterioridad y otros 3 la mostraron posterioriormente.
Recogida y evaluaciôn de espermatozoides
La recogida de semen (una por cada macho) se realizô bajo anestesia, mediante 
inyecciôn intramuscular de tiletamina-zolazepam (10 mg/kg de peso) (Zoletil, Virbac, Carros, 
Francia) o una combinaciôn de ketamina (5 mg/kg) (Imalgene 1000, Merial, Lyon, Francia) y 
medetomidina (50 pg/kg) (Domtor, Orion Pharma, Espoo, Finlandia). Los efectos de la 
medetomidina se revirtieron con la inyecciôn de atipamezole (250 pg/kg) (Antisedan, Pfizer, 
Madrid, Espaha).
Las dimensiones corporales y testiculares se tomaron antes de la electroeyaculaciôn. 
Después se calculé el volumen y peso de los testiculos como describieron Harcourt et al. 
(1995) y el peso relativo de testiculos (ver capitules 3 y 4).
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La electroeyaculaciôn se llevô a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Howard 
(1993) con algunas modificaciones menores. Se aplicô el voltaje mediante una sonda 
lubricada (17,9 cm de longitud y 13,45 mm de diâmetro) (P.T. Electronics, Boring, OR, USA) 
con très electrodes longitudinales (35,7 mm de longitud). La sonda se introdujo en el recto, 
con los electrodes a la altura de la prôstata y las glàndulas bulbouretrales. Se aplicaron 100 
estimulos eléctricos utilizando un electroeyaculador de corriente alterna a 60-Hz (P.T. 
Electronics). Los estimulos se agruparon en series de 10 estimulos para cada voltaje (entre 
2 - 5 V) y el total se dividiô en 4 series (primera serie; 2, 3, 4 V; segunda serie; 3, 4, 5 V; 
tercera serie: 4, 5 V; cuarta serie: 4, 5 V). El semen se recogiô en un contenedor de 
polipropileno de 25 ml estéril y precalentado (Lab-Center, Madrid, Espana, referenda 
430130).
Del semen recogido en cada serie se evaluô inmediatamente el volumen (con una 
micropipeta) y el pH (usando tiras réactivas; Medi-Test Combi 9, Machereg-Nagel, Düren, 
Alemania, catâlogo 93023). Se colocô una alicuota de semen entre porta y cubreobjetos 
precalentados a 37°C y se examiné en contraste de fase para valorar la motilidad, el % de 
espermatozoides môtiles y la calidad del movimiento usando una escala de 0-5, donde 0 
représenta la ausencia de movimiento y 5 un movimiento râpido, lineal y progresivo (Howard 
1992). Se calculé el Indice de Motilidad Espermâtica (SMI):
_ %môti/es + {calidad x 20)
~ 2
Ademâs, después de cada serie de la electroeyaculaciôn, se fijaron 5 pi de semen 
con 45 pl de soluciôn de glutaraldehido al 1% tamponado con cacodilato 0,165 M, pH 7,3. 
Esta suspensiôn fijada se utilizô para estimar la concentraciôn espermâtica con 
hemocitômetro. Ademâs se fijô otra alicuota de 10 pl de semen con 250 pl de 
paraformaldehido al 4% en soluciôn tampôn con 110 mM de Na2HP04 y 2,5 mM de 
NaH2P04 (pH 7,4) que se tihô mâs tarde con azul de Coomassie (Larson y Miller 1999) para 
valorar la morfologla espermâtica y la integridad acrosômica. Las muestras fijadas se 
almacenaron a 4°C hasta el momento en que se procesaron.
Las muestras de semen se diluyeron con igual volumen de medio F-10 de Ham con 
suero fetal bovino (FBS) si no se indica lo contrario (ver mâs abajo), y se guardaron a 
temperatura ambiente (20 °C) hasta completar las series de la electroeyaculaciôn y utilizarlo 
para criopreservaciôn.
Para la tinciôn con azul de Coomassie, las muestras fijadas en paraformaldehido se 
centrifugaron durante 8 min a 1700 xg (5000 rpm) en una microfuga (MiniSpin Plus, 
Eppendorf, Hamburgo, Alemania), el sobrenadante se retiré y éliminé y se ahadieron 250 pl 
de soluciôn de acetato de amonio 0,1 M (pH 9,0) en agua destilada. Este paso se repitiô dos 
veces. Después del segundo lavado el pellet se resuspendiô en aproximadamente 50 pl de
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acetato de amonio. La suspensiôn espermâtica se extendiô en dos portaobjetos y se dejô 
secar a temperatura ambiente. Una vez secos, los frotis se tineron con 50 pl de soluciôn 
colorante de azul de Coomassie (0,22% de azul brillante de Coomassie R-250; Sigma, 
Madrid, Espaha) en 50% metanol (BDH, Madrid, Espaha) y 10% âcido acético glacial 
(Panreac, Barcelona, Espaha) durante 90 s y se lavaron con agua destilada, se secaron a 
temperatura ambiente y se conservaron colocando encima un cubreobjetos con unas gotas 
de medio de montaje (DPX mountant for microscopy; BDH).
La morfologla de los espermatozoides se evaluô clasificando lo espermatozoides 
como normales, o con anormalidades en la cabeza (macrocefâlico, microcefâlico, bicefâlico), 
en la pieza media (anormal o doblada) o en el resto del flagelo (con dos o très piezas 
principales y terminales, doblado). Se contabilizaron y clasificaron 100 espermatozoides. La 
presencia de gota citoplasmâtica se contabilizô pero no como anormalidad sino como 
indicador de inmadurez espermâtica. Ademâs se registrô la presencia de colas enrolladas 
(que puede producirse como consecuencia de choque térmico). Los acrosomas se 
clasificaron como: (1) normal intacto, en aquellos casos en los que el espermatozoide 
présenta tinciôn intensa y uniforme de la regiôn acrosômica y con la regiôn post-acrosômica 
no tehida; (2) anormal intacto, en los espermatozoides que presentan la regiôn acrosomal 
tehida pero con una tinciôn mâs oscura en la zona apical; (3) dahado, aquellos casos en los 
que aparecen manchas mâs claras en la regiôn acrosômica; (4) no intacto o perdido, cuando 
la regiôn acrosômica no estâ tehida o sôlo aparece tehida ligeramente la banda ecuatorial de 
la cabeza del espermatozoide (Pukazhenthi et al. 2006b).
Incubaciôn de espermatozoides en diferentes medios y sueros
Se examiné la capacidad de los espermatozoides de lince ibérico de sobrevivir in 
vitro utilizando los medios complejos F-10 de Ham o TCM-199 ambos tamponados con 
Hepes y suplementados con FBS o suero homôlogo. Al medio F-10 de Ham con Hepes 
(Irvine Scientific, Izasa, Barcelona, Espaha) se le ahadiô un suplemento liofilizado (Irvine 
Scientific) que contenia 0,05 M de glutamina, 0,05 M de piruvato y 500 pg/ml de sulfato de 
gentamicina que se diluyô 1:50. El medio TCM-199 también contenia Hepes (Sigma). Tanto 
el F-10 de Ham como el TCM-199 se suplementaron con L-glutamina (Sigma) 
(concentraciôn final 2 mM), piruvato (Sigma) (concentraciôn final 1 mM), y un triple 
antibiôtico (Sigma) (concentraciôn final 130 lU/ml de penicilina, 130 pg/ml de estreptomicina 
y 260 pg/ml de neomicina, respectivamente). A los medios se les ahadiô ademâs un 5% de 
suero fetal bovino inactivado y filtrado (filtro de 0,22 pm) (FBS) (Gibco Invitrogen, Barcelona, 
Espaha). El medio F-10 de Ham se suplementô en algunos expeimentos con suero de lince 
ibérico inactivado (a 56°C durante 30 min) y filtrado (filtro de 0,22 pm) antes de su uso.
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Se utilizaron alicuotas de 7,5 pl de semen de la serie 2 de la electroeyaculaciôn, que 
se diluyeron en 67,5 pl de cada medio, se colocaron en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se 
incubaron en un bloque térmico seco, al aire, a 37°C. Se tomaron alicuotas en el momento 
de la diluciôn, a la hora y a las 3 h de incubaciôn (0, 1 y 3 h) y se evaluô la motilidad 
empleando contraste de fases y se fijô otra alicuota en paraformaldehido 4% para tenir 
posteriormente con azul de Coomassie y evaluar integridad acrosômica.
Criopreservaciôn de espermatozoides
Tras la recogida y evaluaciôn inicial, el semen se diluyô 1:1 (v/v) en medio F-10 de 
Ham modificado con Hepes. Cada muestra se conservé a temperatura ambiente (22°C) 
hasta que finalizô la recogida de semen de cada macho. Las fracciones con calidad parecida 
se juntaron. Los "pools" de semen se centrifugaron a 300 - 700 xg (dependiendo de la 
calidad de la muestra) durante 10 min, se retiré y descartô el sobrenadante (previa 
evaluaciôn de una gota al microscopio), se midiô el volumen del pellet résultante con una 
micropipeta y se anadiô el diluyente de congelaciôn lentamente (1:4, v/v), gota a gota, a 
temperatura ambiente.
Para la criopreservaciôn del semen se evaluaron dos criodiluyentes: (a) TEST, un 
diluyente con 4,83% Tes, 1,15% Tris, 0,4% glucosa, 200 lU/ml de penicilina, 200 pg/ml de 
estreptomicina, 20% de yema de huevo y 4% de glicerol y (b) Biladyl, un diluyente comercial 
(Minitüb, Tiefenbach, Alemania) con 2,42% Tris, 1% fructosa, 1,38% de âcido citrico , 20% 
de yema de huevo y 4% glicerol; este diluyente se suplementô con una mezcla de 
antibiôticos que contenia tilosina, gentamicina, espectinomicina y lincomicina (Mipitüb). El 
Biladyl estâ constituido por dos soluciones: la soluciôn A que no contiene glicerol y la 
soluciôn B, con 14% glicerol. Este diluyente se ahade habitualmente en dos pasos, 
anadiendo la soluciôn A antes de la refrigeraciôn y la soluciôn B al final de la refrigeraciôn. 
Hemos utilizado las dos soluciones para preparar un ùnico diluyente, mezclândolas para 
obtener una concentraciôn final del 4%.
De cada suspensiôn espermâtica en diluyente de congelaciôn, se cargaron, a 
temperatura ambiente (airededor de 22°C), 50 pl en pajuelas cortas. Antes de cargarlas, las 
pajuelas de 0,25 ml (Minitüb) se cortaron por la mitad con unas tijeras; se utilizô la mitad 
sellada con algodôn y se descartô la otra mitad. Una vez cargadas, las pajuelas se cerraron 
con un sellador térmico (ERSA, Minitüb) y se colocaron dentro de un criovial de 5 ml para su 
refrigeraciôn. Una alicuota de suspensiôn espermâtica se reservô en un microtubo 
eppendorf y se utilizô para la evaluaciôn de motilidad e integridad acrosômica una vez 
terminada la refrigeraciôn.
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La temperatura se hizo bajar de 20 a 5°C en 120 min utilizando un bloque seco 
programable (Thermostat plus 5352, Eppendorf, Hamburg, Alemania) con una camara a 
medida (CombiBox, Eppendorf), tal como se describe en el Anexo I.
Finalizada la refrigeraciôn las pajuelas se extrajeron del criovial de 5 ml y se 
congelaron siguiendo un sistema en dos niveles sobre vapores de nitrôgeno (Pukazhenthi et 
al. 2007). Las pajuelas se colocaron horizontalmente sobre una gradilla metâlica dentro de 
una caja de poliestireno expandido, a 7,5 cm sobre la superficie del nitrôgeno, durante 1 min, 
y después rapidamente colocadas en el segundo nivel de la gradilla a 2,5 cm sobre el nivel 
de nitrôgeno durante 1 min mâs antes de sumergirlas en el nitrôgeno llquido. Las pajuelas 
congeladas se colocaron en un vial de 5 ml que se introdujo en una caha metâlica y se 
transfirieron a un tanque de nitrôgeno liquido para su transporte y almacenamiento.
Descongelaciôn y valoraciôn de espermatozoides
Para su descongelaciôn las pajuelas se extrajeron del nitrôgeno liquido y se 
expusieron al aire durante 10 s y después se sumergieron en soluciôn salina dentro de un 
baho a 37°C durante 30 s. El contenido de las pajuelas se vertiô en un microtubo estéril de 
1,5 ml precalentado a 37°C. La suspensiôn espermâtica se diluyô (1:3 v/v) anadiendo 
lentamente, gota a gota, una soluciôn modificada de Tyrode (Gômez et al. 2003), como la 
usada para IVF (ver debajo). La concentraciôn espermâtica se ajusté a 0,5 - 1 x 10® 
espermatozoides môtiles/ml en cada gota de 50-100 pl cubierta con aceite minerai. Los 
espermatozoides diluidos se incubaron a 38,5°C en atmôsfera de 5% C02/aire y se tomaron 
alicuotas para valoraciôn de motilidad e integridad acrosômica, como se ha explicado 
anteriormente, a varios tiempos (0, 1, 2 h).
Recogida y maduraciôn in vitro (IVM) de oocitos de gata
Se obtuvieron los ovarios de gatas domésticas después de ovariohisterectomia en 
clinicas veterinarias y se transportaron en refrigeraciôn al laboratorio dentro de un vial de 15 
ml con 5 ml de 0,9% (p/v) de soluciôn fisiolôgica (NaCI) suplementada con penicilina y 
estreptomicina (100 pg/ml, de cada una). Los ovarios que no se procesaron inmediatamente 
se almacenaron entre 4 - 8°C para su procesado antes de que transcurrieran 24 h desde la 
cirugia. Las muestras se procesaron como se ha descrito en trabajos anteriores (Gômez et 
al. 2003), con algunas modificaciones. Se cortaron los ovarios y se perforaron los foliculos 
con un par de agujas 21G unidas a sendas jeringas desechables para liberar los complejos 
cùmulo-oocito (COCs). Para la recogida de los oocitos se utilizô medio TCM-199 (Sigma), 
suplementado con 15 mM de Hepes, 15 mM de NaHCOa, 0,36 mM de piruvato de sodio, 1 
mM de glutamina, 2,2 mM de lactato de calcio, 0,4% (v/v) de BSA (Sigma, A-8412) y 
penicilina y estreptomicina (100 pg/ml, de cada una). Después de varios lavados en TCM-
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199 tamponado con Hepes, se seleccionaron los COCs de grado I a grado III (grado I: 
calidad excelente; grado II: calidad buena; grado III: calidad aceptable) y se colocaron en 
una plaça de cultivo de 4 pocillos (Nunclon, Nalgene, Nunc International, Roskilde, 
Dinamarca) con 500 pl de TCM-199 suplementado con 25 mM de NaHCOa, 0,36 mM de 
piruvato de sodio, 2 mM de glutamina, 2,2 mM de lactato de calcio, 1,12 mM de cisteina, 
0,4% (p/v) de BSA (Fracciôn V, Sigma, A-9418), 25 ng/ml de EOF (Merlo et al., 2005), 
FSH/LH ovina (Sigma, 10 pg/ml de cada una), 1 pg/ml de estradiol, penicilina y 
estreptomicina (100 pg/ml de cada uno). Las plaças se incubaron a 38,5°C en atmôsfera de 
5% C02/aire y humedad maxima durante 24 h.
Fecundaciôn in vitro (IVF)
Después de 24 h de maduraciôn in vitro, los oocitos de gato doméstico se 
coincubaron con espermatozoides congelados-descongelados de lince ibérico. Como control 
de fecundaciôn se utilizaron espermatozoides epididimarios de gato doméstico. Para la IVF, 
los oocitos (10-20 por gota) se dispusieron en gotas de 50-100 pl de soluciôn de Tyrode 
suplementada con 15 mM de NaHCOs, 0,36 mM de piruvato, 2,2 mM de lactato de calcio, 1 
mM de glutamina y penicilina/estreptomicina (100 pg/ml de cada uno) que contenia 0,6% 
(p/v) BSA (libre de âcidos grasos, catâlogo 1265479, Calbiochem, Madrid, Espana) (Gômez 
et al. 2003, Pope et al. 2006a). Los oocitos se coincubaron, bajo aceite minerai, con 0,5-1 x 
10® espermatozoides môtiles/ml en una atmôsfera de 5% de C02/aire a 38,5°C durante 18- 
20 h.
Cultivo in vitro
Tras el cocultivo de los gametos, los oocitos se pipetearon cuidadosamente para 
eliminar las células del cùmulo y los espermatozoides adheridos y se lavaron très veces con 
medio de Tyrode con Hepes. Los presuntos cigotos se transfirieron a una plaça de cultivo 
con 4 pocillos con 500 pl de soluciôn de Tyrode con 1% (v/v) de MEM-amino âcidos no 
esenciales, 0,3% (p/v) de BSA (libre de âcidos grasos) y se suplementô con 15 mM de 
NaHCQa 0,36 mM de piruvato, 2,2 mM de lactato de calcio, 1 mM de glutamina y penicilina y 
estreptomicina (100 pg/ml de cada uno) (Gômez et al. 2003, Pope et al. 2006a). El cultivo se 
llevô a cabo bajo atmôsfera de 5% C02/aire a 38,5°C. La divisiôn fue evaluada 44 - 48 h 
post-inseminaciôn. Para valorar el estado de maduraciôn y fecundaciôn y los 
espermatozoides adheridos a la zona pelùcida de los oocitos no divididos y el numéro de 
nùcleos de los embriones, se utilizô tinciôn con Hoechst 33342 (10pg/ml) en glicerol (1:9, 
v/v). Las muestras se montaron en un portaobjetos y un cubreobjetos sobre una base de 
parafina/vaselina (10:0,7 p/p) que se conservé en la nevera hasta su uso.
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Anâlisis estadisticos
Los datos se analizaron con SPSS, version 11.5. Los resuitados se presentan como 
mediaiSEM. Los valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significatives. Para 
examinar las diferencias en motilidad e integridad acrosômica, entre tratamientos y a lo largo 
del tiempo, se utilizô ANO VA de medidas repetidas (RMANOVA). Cuando el RMANOVA dio 
resultado significativo, se realizaron comparaciones multiples. Para comparar las tasas de 
fecundaciôn de los espermatozoides conservados en TEST o Biladyl se utilizô un test no 
paramétrico para dos muestras dependientes. Las relaciones entre tasas de fecundaciôn y 
caracteristicas del eyaculado se analizaron mediante correlaciôn no paramétrica de 
Spearman.
Resuitados
Rasgos fenotipicos y parâmetros séminales de machos de lince ibérico
Los rasgos fenotipicos y los parâmetros espermâticos se presentan en la Tabla 5.1. 
Los eyaculados contenlan 1,48 -  5,37 x 10® espermatozoides totales (media de 3,34 ± 0,63 
X 10® numéro total de espermatozoides). La motilidad espermâtica variô entre 62 - 90%, con 
una media de 73,55 ± 4,63% de espermatozoides môtiles. Se calculé un indice de motilidad 
espermâtica (SMI) teniendo en cuenta el % de espermatozoides môtiles y la calidad del 
movimiento de los mismos y cuya media fue 67,34 ± 2,73. El lince ibérico mostrô un numéro 
elevado de espermatozoides pleiomôrficos (Fig. 5.1), con valores de espermatozoides 
morfolôgicamente normales que variaron entre 15,80% y 37,40% y con una media de 23,68 
± 4,04% espermatozoides normales (Tabla 5.1). La valoraciôn de la integridad acrosômica 
(Fig. 5.2), revelô bajos porcentajes de espermatozoides con el acrosoma intacto, variando 
entre 37,40 y 46,93% y con un promedio de 40,70 ± 2,35% espermatozoides intactos (Tabla 
5.1).
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Fig. 5.1. Anormalidades espermâticas en el 
lince ibérico. Los espermatozoides se 
examinaron mediante microscopia 
electrônica de barrido. (1) normal, (2) 
defecto de cabeza (microcefâlico), (3) 
pieza media doblada, (4) pieza principal 
doblada, (5) cola enrollada, (6) cabeza 
sueltas.
Tabla 5.1. Parâmetros fenotipicos y séminales del eyaculado de lince ibérico.
Mactio
SB5 SB6 SB7 SB8 SB11 Media ±SEM
Ano de nacimiento 2000 2002 2003 2000 2004
Masa corporal (kg) 14,3 8,3 10,8 13,4 12,7 11,91 ± 1,07
Peso total de testiculos (g) 2,67 2.74 2,16 2,35 2,74 2,53 ±0,12
Peso relativo de testiculos 
(xlO"*) 1,87 3,3 2,00 1,75 2,16 2,21 ±0,28
Volumen eyaculado (pl) 590 340 429 675 383 483,4 ± 63,91
pH del semen 
Concentraciôn
8,0 8,30 7,8 8,0 7,5 8,02 ± 0,08
espermâtica 
(x10® esperm./ml)
5,14 15,79 3,45 5,47 8,21 7,61 ±2,18
N° total de 
espermatozoides (xlO®) 3,03 5,37 1,48 3,69 3,14 3,34 ± 0,63
Motilidad (%) 90,05 68,9 71,09 75,34 62,38 73,55 ± 4,63
Calidad de la motilidad 
(escala, 0 - 5) 3,28 3,00 2,96 2,94 3,11 3,06 ± 0,06
indice de Motilidad 
Espermâtica (SMI) 
Espermatozoides
77,81 64,45 65,14 67,05 62,25 67,34 ± 2,73
morfolôgicamente 
normales (%)
18,47 28,31 18,22 37,40 15,8 23,68 ± 4,04
Acrosomas Intègres (%) 38,20 46,93 35,30 45,66 37,4 40,70 ± 2,35
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Fig. 5.2. Categories de integridad 
acrosômica en espermatozoides de 
lince ibérico tenidos con azul de 
Coomassie y examinados usando 
optica de campo claro. IN, intacto 
normal; lA, intacto anormal; D, 
danado; M, perdido.
Incubaciôn de espennatozoides en diferentes medios y sueros
Durante la incubaciôn de los espermatozoides en F-10 de Ham o en TCM-199 (con 
FBS inactivado y filtrado) se observé un descenso considerable del SMI (% de motilidad y 
calidad de la motilidad) (p<0,05) en ambos casos a lo largo de las 3 h de incubaciôn (Fig. 
5.SA). Hubo también descenso del % de acrosomas integros a lo largo del tiempo, pero las 
diferencias sôlo fueron estadisticamente significativas (p<0,05) en las muestras incubadas 
en TCM-199 (Fig. 5.SB). No hubo diferencias significativas entre los dos medios comparados 
ni en SMI ni en % de acrosomas Integros (p=0,S2) (Fig. 5.S).
F-10 
□TCM-199
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Fig. 5.3. Incubaciôn de espermatozoide de lince ibérico con medio F-10 de Ham tamponado con 
Hepes o medio TCM-199, ambos con suero fetal bovino. (A) Indice de Motilidad Espermâtica (SMI) y 
(B) % de acrosomas intactos de espermatozoides e lince ibérico en varios momentos de la incubaciôn 
a 37°C en atmôsfera de aire. Los valores con diferentes superindices en las categorlas (tiempo o 
medio) son significativamente distintos (p<0,05). Las diferencias en el tiempo se indican mediante 
numéros. No se observaron diferencias significativas entre los medios.
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Cuando se suspendieron los espermatozoides en medio F-10 de Ham con suero fetal 
bovino o de lince ibérico (ambos inactivados), se observé un descenso considerable de la 
motilidad y una bajada algo menos pronunciada de la integridad acrosômica a lo largo del 
tiempo con ambos sueros (Fig. 5.4). No se encontraron diferencias en motilidad o integridad 
acrosômica entre sueros, excepto a las 3 h de incubaciôn, cuando se observé un mayor % 
de acrosomas integros en las muestras incubadas en medio con suero fetal bovino (FBS) 
que en las incubadas con suero de lince ibérico (ILS) (p=0,003) (Fig. 5.4B).
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Fig. 5.4. Incubaciôn de espermatozoides de lince ibérico en medio F-10 de Ham tamponado con 
Hepes y conteniendo suero fetal bovino o suero de lince ibérico (ambos inactivados a 56°C durante 
30 min y filtrados con filtro de 0,22 pm (tamano de poro). (A) indice de Motilidad Espermâtica (SMI) y 
(B) % de acrosomas intactos de espermatozoides de lince ibérico en varios momentos de la 
incubaciôn a 37°C en atmôsfera de aire. Dentro de cada categorla (tiempo o suero), los numéros 
(tiempo) o letras (suero) diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
Criopresen/aciôn de espermatozoides de lince ibérico
Todos los individuos evaluados produjeron semen de calidad suficiente para 
criopreservar. El valor promedio de las muestras antes de la centrifugaciôn fue 77,27±3,70% 
de espermatozoides môtiles, 70,08±2,66 SMI y 37,64±4,48% de espermatozoides con 
acrosoma intacto.
Hubo descenso de motilidad durante la criopreservaciôn, con considerable calda en 
motilidad a la descongelaciôn y en la incubaciôn posterior (Fig. 5.6). Hubo diferencias 
(p<0,05) en la motilidad entre criodiluyentes en varios momentos de proceso de 
criopreservaciôn (Fig. 5.6). Se observaron diferencias después de anadir el criodiluyente, 
después de la refrigeraciôn, a la descongelaciôn, y a la hora y 2 h de incubaciôn (p<0,05). 
Después de descongelar, los espermatozoides presentaban mejor motilidad en TEST 
(34,00±6,20% de espermatozoides môtiles y SMI de 43,00±2,90) que en Biladyl 
(7,50+4,80% de espermatozoides môtiles y SMI de 11,30±7,20). Las muestras de dos 
machos, SB5 y SB7, no tenian espermatozoides môtiles a la descongelaciôn cuando se 
utilizô Biladyl.
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No hubo diferencias en el tiempo en el % de acrosomas integros, excepto en las 
muestras incubadas durante 1 y 2 h tras la descongelaciôn, que mostraron valores 
significativamente menores (p<0,05). No se han detectado diferencias significativas en el % 
de acrosomas Integros entre diluyentes (TEST, 39,40±5,35% de acrosomas intactos; Biladyl, 
32,30±6,30%).
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Fig. 5.6. Criopreservaciôn de espermatozoides de lince ibérico con dos criodiluyentes distintos (TEST 
y Biladyl): (a) Indice de Motilidad Espermâtica (SMI) y {b) % de espermatozoides con acrosoma 
intacto en diferentes momentos del proceso de criopreservaciôn. 0, uniôn de semen de las fracciones 
de la electroeyaculaciôn en fresco; 1, después de la centrifugaciôn y anadido del criodiluyente; 2, al 
final de la refrigeraciôn; 3, a la descongelaciôn (0 h de incubaciôn post-descongelaciôn); 4 y 5, 
después de 1 y 2 h de incubaciôn post-descongelaciôn. A la descongelaciôn, y antes de la 
evaluaciôn, los espermatozoides se diluyeron con medio de Tyrode modificado e incubados a 38.5°C 
en atmôsfera de 5% COg/aire. Las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre 
criodiluyentes se indican con letras distintas sobre las barras.
Fecundaciôn in vitro heterôloga con espermatozoides criopreservados
Los espermatozoides de lince ibérico fueron capaces de fecundar oocitos de gata 
doméstica in vitro (Fig. 5.7). La tasa de fecundaciôn obtenida variô entre 5% y 30% de los 
oocitos maduros dependiendo del macho y el criodiluyente utilizado para la conservaciôn 
(Tabla 5.2). La tasa media de fecundaciôn con espermatozoides criopreservados en TEST 
(20,5±4,5% de oocitos maduros) fue mâs del doble que la obtenida con espermatozoides 
criopreservados en Biladyl (11,50±6,80% de oocitos maduros) (Tabla 5.2) aunque la 
diferencia no alcanzô la significaciôn estadistica, probablemente debido al limitado numéro 
de machos analizados. Utilizando espermatozoides epididimarios de gato doméstico como 
control se obtuvieron tasas de fecundaciôn de 31,0±11,7% de oocitos maduros para los 
espermatozoides criopreservados en TEST y 10,0±4,7% para los espermatozoides 
criopreservados en Biladyl, pero la diferencia no fue significativa.
El porcentaje de oocitos maduros y fecundados que se dividiô (embriones al menos 
en dos células 48 h post-inseminaciôn) fue del 11,30±5,30% y 44,70±19,60%,
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respectivamente, con espermatozoides criopreservados en TEST. No hubo relaciôn entre la 
proporciôn de oocitos maduros fecundados y la proporciôn de oocitos que se dividiô.
50 um
Fig. 5.7. Embriones hîbridos résultantes de fecundaciôn in vitro heterôloga utilizando espermatozoides 
criopreservados de lince ibérico y oocitos de gata doméstica madurados in vitro, (a) Embriones 
examinados en contraste de fase 44 h post-inseminaciôn y (b) embriones después de tenir con 
Hoechst 33342 y examinados mediante microscopia de fluorescencia.____________________________
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Dado que la morfologla espermâtica y la Integridad acrosômica tienen un papel esenclal 
en la fecundaciôn, permitiendo al espermatozoide penetrar la zona pelùcida, y los 
espermatozoides de gatos teratospérmicos tienen comprometida su capacidad de interacciôn 
con los oocitos in vitro (Pukazhenthi et al. 2006c), se han explorado las posibles relaciones 
entre tasas de fecundaciôn de los diferentes machos y las caracteristicas del semen en fresco. 
Se observô relaciôn positiva y significativa entre la tasa de fecundaciôn y tanto el porcentaje de 
espermatozoides normales (Fig. 5.8A) como el porcentaje se acrosomas intactos (Fig. 5.8B).
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Fig. 5.8. Relaciôn entre tasa de fecundaciôn y caracteristicas espermâticas. (A) Correlaciôn entre % de 
oocitos fecundados y % de espermatozoides normales. (B) Correlaciôn entre % de oocitos fecundados y 
% de acrosomas integros. La p en cada grâfico corresponde al nivel critico asociado al coeficiente de 
correlaciôn de Spearman.
Recogida y criopreservaciôn de espermatozoides epididimarios de lince ibérico
Se tuvo la oportunidad de recoger espermatozoides epididimarios de un macho de lince 
ibérico (muerto en un atropello por un coche), criopreservados en TEST, como se ha descrito 
para espermatozoides eyaculados, y examinar su capacidad fecundante. Encontramos que 
cuando se coincubaron estos espermatozoides a la descongelaciôn con oocitos de gata 
doméstica madurados in vitro, 2/33 (6,1%) de los oocitos maduros fueron fecundados y 1/2 
(50%) de los oocitos fecundados se dividiô. Hubo una media de 1,6 espermatozoides adherido 
a cada oocito maduro. Estos resuitados fueron menores que los obtenidos con 
espermatozoides eyaculados de lince ibérico y los obtenidos en otros estudios que utilizaron 
espermatozoides epididimarios de gato doméstico (ver capitulo 1). En cualquier caso, los 
resuitados obtenidos con espermatozoides epididimarios de lince ibérico indican que es posible 
rescatar este material biolôgico para su almacenamiento y conservaciôn en un banco de 
recursos genéticos para su uso futuro en reproducciôn asistida.
Discusiôn
Este estudio ha permitido caracterizar los parâmetros espermâticos en el lince ibérico, 
explorar la idoneidad de dos diluyentes de congelaciôn de semen, y examinar la capacidad
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fecundante de los espermatozoides criopreservados usando un ensayo de fecundaciôn in vitro 
heterôloga con oocitos de gato doméstico.
El numéro total de espermatozoides recogidos en eyaculados de linces ibéricos 
electroestimulados fue bajo (media 3,3 x 10® espermatozoides). En otros felinos de mediano 
tamano el numéro total de espermatozoides después de la electroeyaculaciôn usando un 
protocolo similar fue mucho mâs alto: ocelote, 190 x 10® espermatozoides (Stoops et al. 2007), 
serval, 101 x 10® espermatozoides (Pukazhenthi et al. 2002), gato pescador, 56 x 10® 
espermatozoides (Thiangtum et ai. 2006), caracal, 41 xlO® espermatozoides (Howard 1993) o 
lince rojo, 10,01 x 10® espermatozoides (capitulo 3, aunque estudios anteriores revelaban una 
producciôn de airededor de 0,8 x 10® espermatozoides en el eyaculado (Howard 1993)). Por 
otra parte, los valores observados en el lince ibérico son mayores que los registrados para 
otras especies de lince como el lince euroasiâtico, con 1,60 x 10® espermatozoides totales en el 
eyaculado durante la época de cria (Jewgenow et ai. 2006).
La proporciôn de espermatozoides môtiles del eyaculado del lince ibérico (media de 73 
± 4.6%) fue menor que la observada en el ocelote (83,3±3,0%; Stoops et al. 2007) o el caracal 
(85,0±4,0%: Howard 1993), pero fue similar a la observada en el gato pescador (73±4%, 
Thiangtum et al. 2006), el serval (73.0±1.8%; Pukazhenthi et ai. 2002) o el lince euroasiâtico 
(77,0%: Jewgenow et ai. 2006). También el valor registrado en el lince ibérico fue mayor que 
los valores observado en el lince rojo (48,0±8,6%; Howard 1993, 55,71 ±5,76; capitulo 3).
El porcentaje de acrosomas intactos en el eyaculado de lince ibérico (40,7±2.3%) fue 
bajo en comparaciôn con los valores observados en el gato pescador (90%, Thiangtum et al.
2006), el ocelote (94%, Baudi et al. 2008) o el gato de Pallas (95%, Swanson et al. 2006), 
aunque fue similar al encontrado en el bobcat (43,7±3,8%, capitulo 3) y superior al visto en 
lince euroasiâtico (26%; Jewgenow et ai. 2006).
Varias especies de felinos exhiben alta prevalencia de teratospermia, presentando mâs 
de 60% de espermatozoides morfolôgicamente anormales en el eyaculado (Pukazhenthi et al. 
2006c). Los espermatozoides de machos teratospérmicos tienen comprometida su capacidad 
funcional. Estos espermatozoides tienen reducida la capacidad de experimenter la capacitaciôn 
y la reacciôn acrosômica, uniôn y penetraciôn de la zona pelùcida, penetraciôn en el espacio 
perivitelino, y fecundaciôn de oocitos conespecificos. Incluso los espermatozoides normales de 
estos machos teratospérmicos tienen mermada la capacidad de penetrar la zona pelùcida 
(Pukazhenthi et ai. 2006c). Los valores de espermatozoides normales varlan ampliamente en 
felinos (Wildt et al. 1983, 1986b; revisado por Pukazhenthi et ai. 2006c), con algunas especies 
que muestran nùmero elevado de espermatozoides normales, como el ocelote (78%; Stoops et 
al. 2007, Baudi et ai. 2008), el gato de Bengala (65%, Howard y Wildt 1990) o el serval (64%, 
Pukazhenthi et al. 2002) y otros con niveles extremes de teratospermia como los observados 
en el guepardo con una media de 12% de espermatozoides normales (Roth et al. 1995) y en la
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pantera de Florida con una media del 6% de espermatozoides normales (Barone et al. 1994). 
Cuando se ordenan las especies de fell nos segun la proporcion de espermatozoides normales 
(Pukazhenthi et al. 2006c), el lince ibérico se encuentra en la parte mas baja del rango (ver 
Fig.1 en la Discusiôn General). Los machos de lince ibérico producen un alto numéro de 
espermatozoides pleiomorficos, con un bajo valor promedio de espermatozoides 
morfologicamente normales (16 - 37%). Estos valores son similares a los registrados en otras 
especies de lince (lince euroasiatico: 28,7±13,0%, Howard 1993; 26,0%, Jewgenow et al. 2006; 
lince rojo, 20,3±4,7%, Howard 1993; 14,7±2,1, capitulo 3).
Se puede argumenter que los parametros seminales presentados en este trabajo en 
base a las muestras de semen recogidas alrededor de 1,5 meses antes del pico de côpulas 
puedan no reflejar la calidad del eyaculado durante la época de cria. El lince ibérico parece 
tener un periodo reproductivo restringido a 2 meses. Aunque esto pueda ser asi para las 
hembras, no se sabe si la producciôn de espermatozoides se extiende mâs allé de ese periodo. 
Hemos recogido semen en abril, y la calidad de estas muestras no ha diferido 
significativamente de la registrada a finales de noviembre y principios de diciembre. Se 
necesitaràn trabajos futures para analizar la calidad seminal en el pico de la época de cria. Otro 
factor que podria estar afectando la calidad seminal es la consanguinidad. Trabajos previos con 
otras especies de felinos han revelado la existencia de relaciôn entre baja variabilidad genética 
en diferentes poblaciones, con una calidad seminal pobre (revisado en Roldan y Gomendio 
2009). Por tanto, la baja calidad espermâtica detectada en el lince ibérico podria ser resultado 
de una reducida variabilidad genética. En el future deberian realizarse también estudios 
encaminados a explorar esta posibilidad.
Aunque el medio F-10 de Ham se ha usado para IVF con buenos resultados en varias 
especies de felinos, incluyendo el tigre (Donoghue et al. 1990; Johnston et al. 1991), el puma y 
el leôn (Johnston et al. 1991), y el guepardo (Donoghue et al. 1992a), hemos encontrado que el 
F-10 de Ham no permite a los espermatozoides de lince ibérico sobrevivir a largo plazo (el SMI 
cayô desde un valor inicial de 70 hasta alrededor de 15 al final de una incubaciôn de 3 h). El 
medio analizado como alternativa en este estudio (TCM-199) no résulté mejor para mantener la 
motilidad espermâtica durante este tiempo. Cuando el suero fetal bovino o el suero de lince 
ibérico se examinaron como suplemento del medio F-10, se observé un descenso de la 
motilidad espermâtica y la integridad acrosémica a lo largo del tiempo con ambos sueros. Hubo 
un descenso mucho mayor del SMI que de la integridad acrosémica independientemente del 
suero utilizado, pero no se observaron diferencias entre sueros. Por tanto, el suero homélogo 
no increments la supervivencia de los espermatozoides durante la incubacién e, 
independientemente del medio o del suero usado, hubo un marcado descenso de la motilidad 
espermâtica. Son necesarios mâs estudios para identificar medios de incubacién de 
espermatozoides alternatives.
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Se encontraron diferencias entre TEST y Biladyl en el porcentaje de espermatozoides 
môtiles a la descongelaciôn, con resultados significativamente mejores en las muestras 
congeladas en TEST. No se observaron diferencias en cuanto al porcentaje de acrosomas 
intègres. El porcentaje de espermatozoides de lince ibérico môtiles a la descongelaciôn 
después de criopreservarlos en TEST (34% de espermatozoides môtiles; 43 SMI) fue mener 
del 50-55 SMI registrado para gate pescador (Thiangtum et al. 2006) pero mejor que los 
valores observados después de la criopreservaciôn de espermatozoides de ocelote (25% de 
espermatozoides môtiles y 40 de SMI; Stoops et al. 2007), usando en todos los cases TEST 
con 20% yema de huevo y 4% glicerol y un procedimiento de refrigeraciôn y congelaciôn 
similar. La proporciôn de acrosomas intactes a la descongelaciôn en espermatozoides de lince 
ibérico criopreservados en TEST fue del 39%. Aunque bajos, este valores son similares a 
aquéllos encontrados en otros felinos de pequeno tamano como el gate pescador (20%; 
Thiangtum et al. 2006), o el ocelote (25%; Stoops et al. 2007) siguiendo un protocole similar de 
criopreservaciôn. Los resultados encontrados después de la criopreservaciôn de 
espermatozoides de lince ibérico fueron similares a los encontrados en lince rojo (capitulo 3).
Se ha sugerido que el porcentaje de espermatozoides anormales y particularmente, la 
integridad estructural de los mismos, son mejores predictores de la supervivencia espermâtica 
a la descongelaciôn que el porcentaje de espermatozoides môtiles en fresco (Pukazhenthi et al.
2007). Se ha examinado la posible relaciôn entre el porcentaje de espermatozoides normales o 
el porcentaje de acrosomas intactos antes de la criopreservaciôn y la motilidad a la 
descongelaciôn y no hemos encontrado relaciôn significativa.
Se ha demostrado que los espermatozoides de lince ibérico son capaces de fecundar 
oocitos viables de gato doméstico madurados in vitro, lo que abre la posibilidad de examiner la 
capacidad funcional de los espermatozoides de esta especie bajo condiciones de laboratorio. 
Hubo diferencias entre las tasas de fecundaciôn alcanzadas por los distintos machos de lince 
ibérico, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en estudios previos que indican que las 
tasas de fecundaciôn muestran un alto grado de variaciôn entre machos (Howard y Wildt 1990, 
Donoghue et al. 1992a,b). Para los espermatozoides criopreservados en TEST, la tasa mâs 
baja de fecundaciôn (5%) fue la obtenida con los espermatozoides del macho mâs joven 
(SB11) utilizado en este estudio (alrededor de 2,5 anos de edad en el momento de la recogida 
de semen). Los mejores resultados fueron los obtenidos con los espermatozoides de un macho 
de pequeno tamano (8,3 kg), de alrededor de 3,5 anos de edad (SB6).
Las tasas de fecundaciôn se valoraron sobre la base de la divisiôn de los oocitos, al 
menos hasta dos células, junto a la presencia de pronùcleos y corpuscules polares en los 
oocitos no divididos 48 h después de la inseminaciôn. La fecundaciôn por espermatozoides 
criopreservados en TEST (20% de los oocitos maduros) fue alrededor de dos veces el valor 
alcanzado por los espermatozoides criopreservados en Biladyl (11% de los oocitos maduros)
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aunque la diferencia no alcanzô significaciôn estadistica, probablemente debido al pequeno 
numéro de machos disponibles para este trabajo. Utilizando espermatozoides criopreservados 
de gato doméstico como control, la fecundaciôn de oocitos maduros fue del 31% y el 10% para 
TEST y Biladyl, respectivamente. Estos resultados son ligeramente menores que los 
encontrados en otros estudios (por ejemplo, Swanson et al. 2000) sugiriendo que las 
condiciones en las que hemos trabajado deberian mejorarse en el future.
Las tasas de fecundaciôn obtenidas con espermatozoides criopreservados de lince 
ibérico (20% para espermatozoides criopreservados en TEST) son menores que las obtenidas 
con espermatozoides eyaculados y criopreservados de otros felinos de mediano tamano, 
utilizando condiciones parecidas de coincubaciôn con oocitos de gato doméstico madurados in 
vitro (y valorados en base a la divisiôn embrionaria, al menos hasta dos células, 48 h después 
del inicio del cocultivo de gametos). Los espermatozoides de gato de Bengala fecundaron 
alrededor del 55% de los oocitos de gato (Howard y Wildt 1990), los espermatozoides de gato 
pescador fecundaron un 62% de los oocitos de gato madurados in vitro (Thiangtum et al. 2006), 
mientras que los espermatozoides de ocelote mostraron una tasa de fecundaciôn del 64% 
(Stoops et al. 2007). Los espermatozoides de gato de Pallas exhibieron una capacidad de 
fecundar ligeramente menor (46% de oocitos madurados in vivo) (Swanson et al. 2006) aunque 
mayor que los espermatozoides de lince ibérico. Varias razones pueden explicar las menores 
tasas de fecundaciôn ocurridas con los espermatozoides del lince ibérico. Por ejemplo, el 
hecho de que sean recogidos justo antes de la época de cria puede resultar en una 
funcionalidad subôptima, por ejemplo, de la capacidad para llevar a cabo los cambios 
requeridos para la fecundaciôn. Otra razôn del bajo éxito reproductivo puede estar relacionado 
con la pobre calidad espermâtica de esta especie (promedio de 24% espermatozoides 
normales y 41% con acrosomas intactos) en comparaciôn con otras especies de felinos (ver 
mâs arriba).
Debido a que la morfologia y la integridad acrosômica tienen un papel esencial en la 
fecundaciôn, posibilitando a los espermatozoides la penetraciôn la zona pelùcida (Yanagimachi 
1994; Gomendio et al. 2007), hemos explorado las posibles relaciones entre las tasas de 
fecundaciôn y los parâmetros seminales en fresco de los machos considerados. Encontramos 
una relaciôn positiva y significativa entre el porcentaje de fecundaciôn heterôloga y tanto el 
porcentaje de espermatozoides normales como el porcentaje de acrosomas intactos, similares 
a las relaciones encontradas usando ensayos de fecundaciôn in vitro en otras especies 
(Amman y Hammerstedt 1993; Gadea 2005; Aitken 2006). Estos resultados son importantes 
porque podrian permitimos analizar en profundidad la funcionalidad de los espermatozoides de 
lince ibérico. Dado que las oportunidades para probar la fertilidad de los espermatozoides 
usando inseminaciôn artificial o IVF con oocitos homôlogos pueden ser muy limitadas, el
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empleo de oocitos de gato doméstico proporcionarâ la posibilidad de evaluar los machos antes 
de la época de cria o los espermatozoides criopreservados en un banco de recursos genéticos.
En conclusion, este estudio représenta la primera investigaciôn detallada de las 
caracteristicas seminales bâsicas y la criopreservaciôn espermâtica en el lince ibérico. 
Nuestros resultados revelan que en esta especie (a) es posible recoger y criopreservar semen 
de animales cautivos, (b) varias caracteristicas espermâticas son similares a las de otros 
felinos de pequeno tamano y mejores que las registradas para otras especies de linces, (c) el 
suero homôlogo inactivado no résulta mejor para la supervivencia de los espermatozoides que 
el suero fetal bovino inactivado cuando se anaden al medio de lavado y se incuban en él, (d) no 
hubo mayores diferencias entre dos medios complejos (F-10 de Ham y TCM-199) en cuanto a 
la supervivencia espermâtica ni a la integridad acrosômica, (e) los espermatozoides de lince 
ibérico sobreviven a la criopreservaciôn utilizando un protocolo de uso generalizado para 
espermatozoides de felinos; el diluyente de congelaciôn TEST proporcionô mejores resultados 
que el diluyente Biladyl, y (f) los espermatozoides de lince ibérico congelados y descongelados 
son capaces de fecundar in vitro oocitos de gata doméstica, demostrândose, por tanto, que 
este es un método util para evaluar la funciôn espermâtica en el laboratorio.
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'e calcula que la tasa actual de extinciôn de especies puede ser unas 1.000 
veces superior que la tasa de extinciôn normal (histôrica) estimada a partir del registre fôsil 
(Wilson 1992, 2002). A diferencia de otros eventos de extinciones masivas ocurridos a lo 
largo de la historia de la Tierra este que nos encontramos atravesando, definido como Crisis 
de Biodiversidad, se debe fundamentalmente a la acciôn humana, mediante la destrucciôn y 
fragmentaciôn de habitats y también, aunque en menor medida, por sobreexplotaciôn directa 
de algunas especies. Aunque existan porciones disponibles de habitat original, la pérdida de 
potenciales areas de dispersiôn y el cierre de corredores migratorios (para algunas 
especies) genera poblaciones fragmentadas y, en algunos casos, aisladas. Cuando el 
tamano de estas poblaciones cae por debajo del denominado tamano minimo de viabilidad 
(MVP), su recuperaciôn es prâcticamente imposible, de modo que este MVP es considerado 
normalmente como el umbral de extinciôn para una poblaciôn o una especie (Frankham 
1995). La estocasticidad demogràfica, la estocasticidad ambiental y la pérdida de diversidad 
genética, que normalmente actùan en conjunto, tienden a reducir el tamano de poblaciôn y 
conducen a una especie que se encuentra por debajo del MVP hacia la extinciôn. Esta 
tendencia es conocida como el vôrtice de extinciôn. La ausencia de flujo genético y el 
aumento de la consanguinidad, que ocurre en estas poblaciones pequehas da lugar a una 
depresiôn por consanguinidad (Charlesworth y Charlesworth 1987) que se traduce en una 
reducciôn de la eficacia biolôgica de los individuos, mediante la disminuciôn de la 
reproducciôn y la supervivencia y en limitaciones de la capacidad de adaptaciôn y 
colonizaciôn de las poblaciones. En los machos se observa que los individuos mâs 
consanguineos sufren una disminuciôn drâstica de la calidad del semen y como 
consecuencia una merma de su capacidad fecundante (Gomendio et al. 2000).
El lince ibérico, felino de mediano tamano endémico de la peninsula Ibérica a sufrido 
una contracciôn de su ârea de distribuciôn histôrica de casi el 50 % desde principios del 
siglo XX (Rodriguez y Delibes 2004) y una reducciôn del tamano poblacional que sitüan a la 
especie al borde de la extinciôn, con aproximadamente 200 individuos en iibertad (Guzmân 
et al. 2002) repartidos en dos poblaciones reproductivamente aisladas (sin flujo génico) en el 
sur de Espaha. La especie, por tanto, se halla actualmente en un verdadero vôrtice de 
extinciôn, situaciôn ante la cual la acciôn de factures aleatorios podria conducirla a la 
desapariciôn.
La preservaciôn del medio natural es prioritaria en casos como el del lince ibérico, 
pero el declive poblacional llega a tal punto que estas medidas, de ser posibles, no son 
suficientes y se hace necesario emprender, en paralelo, estrategias complementarias de 
conservaciôn de la biodiversidad, entre ellas la cria en cautividad, los bancos de recursos
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biolôgicos y el uso de biotecnologias reproductivas o técnicas de reproducciôn asistida 
(ARTs) (Roldan y Garde 2004).
La criopreservaciôn de gametos, particularmente de espermatozoides maduros, 
constituye una herramienta fundamental para la conservaciôn de la diversidad genética 
(Roldan y Gomendio 2009). Aunque algunos procedimientos de criopreservaciôn de 
espermatozoides pueden servir para distintas especies, la criosensibilidad de los gametos 
es, en general, especifica de especie y varia entre individuos (Leibo y Bradley 1999, Curry 
2000, Holt 2000a, Yu et al. 2002, Tsutsui et al. 2003, Esteso et al. 2006, Leibo et al. 2007) lo 
que obliga a adecuar los procedimiento a cada una de las diferentes especies. Con el 
objetivo de optimizer los protocolos de criopreservaciôn de espermatozoides en especies 
amenazadas se ha recurrido desde hace décadas al empleo de especies modèle (Wildt et al. 
1986b, Pope 2000, Swanson 2003, Pukazhenthi et al. 2006a). Para llevar a cabo una 
adecuada criopreservaciôn de espermatozoides es necesario considerar varies factores, 
algunos relacionados con los espermatozoides como su morfologia o la integridad del 
acrosoma y otros relacionados con el proceso de congelaciôn-descongelaciôn, como el 
criodiluyente, el crioprotector y su concentraciôn, las tasas de refrigeraciôn, congelaciôn y 
descongelaciôn, el sistema de almacenamiento o el tiempo y temperature de exposiciôn de 
los espermatozoides al crioprotector.
El trabajo realizado para esta tesis ha tenido como objetivo iniciar el estudio de la 
biologie reproductive de la especie de felino màs amenazada del mundo y senter las bases 
de la criopreservaciôn de espermatozoides de esta especie como herramienta de 
conservaciôn complementaria a otras en marcha desde la perspective in situ y ex situ. La 
especie objetivo es por tanto el lince ibérico aunque se han empleado también otras 
especies de felinos como modelo. A través de los capitulos de la misma se han 
caracterizado los parâmetros reproductivos masculinos y se ha abordado el estudio de 
algunos factores de la criopreservaciôn espermâtica de très especies de felinos, dos de ellas 
consideradas modelos, el gato doméstico {Felis catus. Capitulos 1 y 2) y el lince rojo {Lynx 
rufus. Capitulo 3), y el propio lince ibérico {Lynx pardinus. Capitulos 4 y 5). Se ha trabajado 
con espermatozoides epididimarios de gato doméstico por tratarse de un material accesible 
y del que poder obtener resultados (capitulo 1 y 2) extrapolables no sôlo a espermatozoides 
epididimarios de lince ibérico (capitulo 4) sino también, con cautela, a espermatozoides 
eyaculados de dicha especie (capitulos 4 y 5), dado que segùn se afirma en algunos 
trabajos anteriores con gato doméstico (Tebet et al. 2006, Luvoni 2006) entre ambos tipos 
de espermatozoides no existen diferencias significativas de congelabilidad.
Dado que la criopreservaciôn provoca un descenso en la proporciôn de 
espermatozoides môtiles y con acrosoma intacto (Howard 1993, Swanson y Wildt 1997, 
Luvoni 2006) y que ambos parâmetros son esenciales para el potencial fecundante de los
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mismos (Howard 1993, Zambelli et al. 2006) se ha analizado el efecto de varias condiciones 
expérimentales, por una parte, sobre dichos parâmetros durante el proceso de congelaciôn- 
descongelaciôn-incubaciôn y, por otra, sobre la capacidad fecundante de los 
espermatozoides in vitro (capitulos 1, 3 y 5).
Los resultados presentados en el capitulo 1 muestran que alrededor de très cuartas 
partes de la poblaciôn de gatos domésticos de Madrid son teratospérmicos (producciôn de 
<40% espermatozoides morfolôgicamente normales; Howard et al. 1990). Se han observado 
diferencias interanuales, pero no estacionales, en los parâmetros espermâticos de esta 
especie, por lo que no puede hablarse de estacionalidad reproductiva en los machos de gato 
doméstico en nuestra poblaciôn, como se ha sugerido por otros investigadores (Blottner y 
Jewgenow 2007) para individuos que habitan en el norte de Europa, donde los cambios 
estacionales son mâs marcados. Tampoco se ha observado un incremento de la producciôn 
espermâtica en gatos teratospérmicos como se ha propuesto en trabajos anteriores 
(Neubauer et al. 2004).
De los factores que pueden afectar al proceso de criopreservaciôn se ha encontrado 
que tienen un efecto significativo sobre la motilidad (SMI) o el % de espermatozoides con el 
acrosoma intacto el sistema de envasado (siendo mejor la conservaciôn en pajuelas) y la 
congelaciôn sobre vapores de nitrôgeno (siendo mejor la congelaciôn en 2 niveles). Estos 
resultados se deben probablemente a la tasa de congelaciôn lograda en cada uno de estos 
casos, mâs lenta empleando pajuelas congeladas en dos niveles sobre vapores de nitrôgeno 
que utilizando pajuelas congeladas en 1 nivel o pildoras sobre hielo seco.
El swim-up proporcionô valores de SMI a la descongelaciôn significativamente 
mayores que los encontrados en muestras descongeladas y diluidas (control), pero no dio 
lugar a tasas de fecundaciôn in vitro significativamente mayores que las obtenidas con la 
muestra control. Es posible que este resultado pueda deberse a que al influir en la 
fecundaciôn otros factores criticos, como la integridad del acrosoma, la mejora de la 
proporciôn de espermatozoides môtiles no résulta condiciôn suficiente para incrementar la 
tasa de penetraciôn y fecundaciôn in vitro de los espermatozoides.
La suplementaciôn con pentoxifilina en el medio que se empleaba para diluir los 
espermatozoides después de la descongelaciôn de las suspensiones espermâticas no ha 
producido un incremento significativo de la motilidad espermâtica y tampoco ha generado 
tasas de fecundaciôn significativamente mayores que las logradas por las muestras 
espermâticas control. Tal vez la concentraciôn de estimulante utilizada (1 mM) ha sido baja y 
serâ necesario en el future examiner concentraciones mayores, ya que se ha demostrado 
que tiene un efecto dosis-dependiente (Stachecki et al. 1994) o examiner una combinaciôn 
de inhibidores de fosfodiesterasa con anâlogos de cAMP.
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El diluyente de congelaciôn TEST ha demostrado ser mejor diluyente que el Biladyl 
para la criopreservaciôn de espermatozoides epididimarios de gato doméstico. El uso de 
TEST con un 4% de glicerol anadido en una etapa, empleando una tasa de refrigeraciôn 
lenta (0,125°C/min), y con almacenamiento de la suspensiôn espermâtica en pajuelas 
congeladas en 2 niveles sobre vapores de nitrôgeno, permitiô obtener una tasa de 
fecundaciôn in vitro que no fue significativamente diferente de la obtenida con 
espermatozoides frescos.
En el capitulo 2 se ha constatado un efecto negativo del tiempo de almacenamiento 
en refrigeraciôn de los epididimos de gato doméstico durante varies dfas sobre la motilidad 
espermâtica. Se ha puesto en evidencia que cuanto menor es el intervalo entre la obtenciôn 
de testiculos/epididimos del animal y la recolecciôn y criopreservaciôn de los 
espermatozoides, mejora la motilidad espermâtica incluse después de la criopreservaciôn e 
incubaciôn post-descongelaciôn. El tiempo transcurrido entre la obtenciôn de 
espermatozoides y su criopreservaciôn no tiene efectos sobre la proporciôn de 
espermatozoides con morfologia normal o acrosoma intacto, mostrando por tanto estos dos 
parâmetros mayor resistencia al envejecimiento de los espermatozoides que la motilidad. Se 
considéra muy importante extrapolar estos resultados al rescate de material reproductivo en 
especies amenazadas como el lince ibérico con el objetivo de poder recuperar y conserver 
este valioso material genético en las mejores condiciones para aumentar sus posibilidades 
de uso futuro mediante técnicas de reproducciôn asistida.
Se ha demostrado que para espermatozoides de gato doméstico provenientes de 
epididimos conservados en refrigeraciôn durante varies dias résulta significativamente mejor 
para la motilidad y el % de acrosomas intactos post-criopreservaciôn, una equilibraciôn larga 
de los espermatozoides con el glicerol de 120 min, en comparaciôn con una equilibraciôn 
corta de 30 min. Este resultado puede deberse a que el efecto crioprotector del glicerol es 
mayor cuando se permite un contacte moderadamente prolongado de éste con los 
espermatozoides antes de la congelaciôn. Dado que las diferencias significativas ocurren 
cuando las muestras proceden de epididimos almacenados durante 72 h a 4°C antes de la 
extracciôn de los espermatozoides, cabe pensar que este efecto se vea potenciado por el 
tiempo de almacenamiento en el epididimo.
Por ultimo, la comparaciôn de los resultados obtenidos en este estudio con los 
registrados en la literatura indican que se esté empleando un protocolo eficaz de 
criopreservaciôn espermâtica, al menos para espermatozoides epididimarios de gato 
doméstico. Se ha conservado una alta proporciôn de espermatozoides môtiles y con 
acrosoma intacto después de la descongelaciôn. Los datos de motilidad obtenidos son 
similares a los registrados en otros trabajos (Hay y Goodrowe 1993, Tittarelli et al. 2006) 
justo después de la recuperaciôn de los espermatozoides de los epididimos y también
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después de la criopreservaciôn. Los datos de integridad acrosômica post-descongelaciôn 
son sustancialmente mayores que los dados en los mismos estudios previos (Hay y 
Goodrowe 1993, Lengwinat y Blottner 1994).
Segùn Pukazhenthi y colaboradores (2007) la principal fuerza déterminante de la 
supervivencia espermâtica a la criopreservaciôn es la calidad inicial de los espermatozoides, 
especialmente en lo que respecta a la morfologia normal y la integridad del acrosoma. Los 
datos obtenidos en este estudio empleando espermatozoides de gato doméstico han 
permitido confirmar la importancia de la proporciôn de espermatozoides normales y la 
integridad estructural del acrosoma como predictores de la supervivencia espermâtica a la 
criopreservaciôn, dado que se han encontrado relaciones positivas y significativas entre 
estos parâmetros en la muestra en fresco y la motilidad e integridad acrosômica de la misma 
después de la descongelaciôn (capitulo 1). Asimismo, se han encontrado relaciones 
positivas y significativas entre el % de espermatozoides môtiles y el % de acrosomas 
intactos después de descongelar (capitulo 1 ).
Los resultados obtenidos en el capitulo 3 demuestran que es posible recoger y 
criopreservar semen de lince rojo en cautividad. Se han caracterizado parâmetros seminales 
de esta especie y se ha encontrado que varies parâmetros son inferiores a los descritos para 
otros felinos de mediano tamano como el ocelote (Stoops et al. 2007), el gato pescador 
(Thiangtum et al. 2006) o el serval (Pukazhenthi et al. 2002) y similares a los vistos en las 
otras especies de lince (Howard 1993, Jewgenow et al. 2006, capitulos 4 y 5). Se han 
observado diferencias significativas entre las caracteristicas seminales de las muestras 
obtenidas en otoho y en primavera, indicatives de cierta estacionalidad reproductiva en los 
machos de esta especie, aunque estas diferencias no se ha puesto de manifiesto en el 
tamano de los testiculos. La funcionalidad de los espermatozoides de lince rojo 
criopreservados se ha evaluado mediante fecundaciôn in vitro heterôloga con oocitos de 
gato doméstico madurados in vitro. Los espermatozoides criopreservados en el diluyente de 
congelaciôn TEST han proporcionado tasas de fecundaciôn sustancialmente mejores que 
aquéllos conservados en Biladyl, pese a que apenas se encontraron diferencias en la 
motilidad espermâtica y en la proporciôn de acrosomas intactos post-descongelaciôn entre 
ambos diluyentes. Este resultado es importante debido a que pone en evidencia la 
necesidad de utilizer pruebas funcionales para valorar los métodos de criopreservaciôn. La 
causa de estas diferencias entre diluyentes puede estar en el Tes, que estâ présente en el 
TEST y no en el Biladyl; en la concentraciôn de Tris, menor en el Biladyl que en el TEST; en 
los azùcares que se incluyen como componentes de los diluyentes, glucosa y fructosa, 
respectivamente; en el âcido citrico anadido al Biladyl y no al TEST; en el pH, dos décimas 
superior en el TEST o en la osmolalidad, ligeramente superior en el Biladyl, dado que la 
concentraciôn de yema de huevo (20%) y glicerol (4%) son las mismas en ambos casos.
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Los resultados obtenidos en los capitulos 4 y 5 revelan que es posible recoger y 
criopreservar espermatozoides eyaculados de linces. Asimismo se han recuperado y 
criopreservado espermatozoides epididimarios de animales muertos por causas trauméticas 
o infecciosas. Se ha caracterizado por primera vez el eyaculado y otros aspectos de la 
biologia reproductiva de los machos del lince ibérico y se han puesto de manifiesto 
cuestiones importantes en relaciôn con el potencial reproductor de la especie, como el 
reducido tamano de los testiculos, el bajo nivel de testosterone circulante (en suero) y la 
limitada cantidad de espermatozoides en cada eyaculado en comparaciôn con otros felinos 
de mediano tamano, aunque d entre del rango de variaciôn, incluse ligeramente superiores 
(en varies paramétrés) a lo observado en el lince rojo y el lince boreal (Howard 1993, 
Jewgenow et al. 2006, capitulo 3). El semen de lince ibérico présenta ademâs una alta 
proporciôn de espermatozoides con anomalies morfolôgicas que permite calificarla como 
teratospérmica en términos générales y la sitûan en la parte mâs baja de la clasificaciôn de 
los felinos atendiendo a la proporciôn de espermatozoides morfolôgicamente normales
(Pukazhenthi et al. 2006c) (Fig. 1), junto a otras especies de linces.
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Fig.1. Proporciôn media de espermatozoides normales en el eyaculado de 25 especies (o 
subespecies) de la familia Felidae (de Pukazhenthi et al. 2006c y datos de este estudio).
Los parâmetros seminales del lince ibérico, y en particular la baja proporciôn de 
espermatozoides normales y los bajos niveles de testosterone circulante, probablemente 
estén relacionadas con los bajos niveles de variabilidad genética de esta especie (Gomendio 
et al. 2000). Estudios previos han encontrado relaciôn entre variabilidad genética y las 
caracteristicas reproductivas en los machos de otras especies de felinos salvajes como la
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pantera de Florida {Puma concolor coryi] Barone et al. 1994), el guepardo {Acinonyx jubatus\ 
Wildt et al. 1983, 1987b, Roth et al. 1995) y el leôn {Panthera /eo; Wildt et al. 1987a). El 
pequeno tamano relative de los testiculos podria estar relacionado con la reducida 
variabilidad genética, los bajos niveles de testosterone y la ausencia de competiciôn 
espermâtica. Se han descartado factores ambientales como la disponibilidad de alimento, el 
estrés térmico o el nivel de precipitaciones como posibles moduladores de este carâcter 
porque no se considéra que estén actuando en el caso de los machos cautivos y no se han 
encontrado diferencias significativas entre éstos y los machos de vida libre para ninguno de 
los parâmetros reproductivos analizados, incluido el tamano de los testiculos. Tampoco 
parece deberse a la estacionalidad reproductiva dado que no se han encontrado diferencias 
significativas entre los eyaculados obtenidos antes y después de la época reproductiva en 
otono y primavera, respectivamente, aunque es necesario profundizar en este aspecto y 
obtener mâs informaciôn sobre cuâles son los valores seminales, testiculares y hormonales 
de los machos en el pico de la época reproductiva (enero) y durante el verano. No se ha 
podido estudiar el efecto de factores demogrâficos, sociales o comportementales sobre este 
u otros parâmetros reproductivos, lo cual también constituye una Ifnea de investigaciôn a 
desarrollar en el futuro dado que la densidad de conespecificos, la abundancia de hembras 
o la presencia de otros machos cercanos (potenciales competidores) podrian estar actuando 
como moduladores y probablemente, interaccionado con todos o algunos de los otros 
factores mencionados anteriormente (Bronson 1985).
A la vista de los resultados obtenidos en animales mantenidos en cautividad, se 
observa la calidad seminal en el lince ibérico estâ claramente afectada por la edad, siendo 
los valores de la mayoria de parâmetros espermâticos bajos en los animales <3 anos. Los 
machos alcanzan la madurez reproductiva por encima de los 3 anos de edad.
Se ha examinado la relaciôn entre parâmetros seminales y la fertilidad de los 
machos. Se ha encontrado relaciôn significativa entre el % de espermatozoides con el 
acrosoma intacto y el éxito reproductor, expresado éste como el numéro de cachorros 
totales nacidos, de modo que los machos con mayor proporciôn de acrosomas intactos en el 
eyaculado producen mayor numéro de cachorros. También se ha observado una relaciôn 
positiva entre el tamano relativo de los testiculos y el numéro total de espermatozoides en el 
eyaculado con el numéro de côpulas realizadas con la primera hembra. Estas relaciones 
podrian interpretarse como que los machos mâs competitivos tienden a maximizar la 
probabilidad de reproducirse generando mayor cantidad de espermatozoides y copulando 
mâs veces, al menos con la primera hembra con la que se aparean.
Los espermatozoides de lince ibérico sobreviven a la criopreservaciôn cuando se 
emplea un protocolo de uso generalizado para espermatozoides de felinos. El diluyente 
TEST proporcionô significativamente mejores resultados de SMI post-descongelaciôn que el
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diluyente Biladyl. Estos espermatozoides criopreservados son capaces de fecundar in vitro 
oocitos de gata doméstica. La tasa de fecundaciôn lograda por espermatozoides 
criopreservados en TEST fue el doble de la obtenida por los espermatozoides 
criopreservados en Biladyl, pero la diferencia no alcanzô la significaciôn estadistica, 
probablemente debido al pequeno numéro de machos disponibles para este trabajo. Se 
registraron marcadas diferencias entre las tasas de fecundaciôn alcanzadas por los distintos 
machos de lince ibérico, lo cual coincide con registros previos que indican que las tasas de 
fecundaciôn muestran un alto grado de variaciôn entre machos (Howard y Wildt 1990, 
Donoghue et al. 1992a, b). Mediante la prueba de FIV heterôloga se ha demostrado también 
la capacidad fecundante de los espermatozoides epididimarios criopreservados de lince 
ibérico.
Se ha examinado la posible relaciôn entre paramètres seminales y la capacidad 
fecundante de los espermatozoides en este ensayo in vitro. Se ha encontrado una_relaciôn 
positiva y significativa entre el porcentaje de fecundaciôn in vitro heterôloga y el porcentaje 
de espermatozoides normales y también con el porcentaje de acrosomas intactos, similares 
a las relaciones encontradas usando ensayos de fecundaciôn in vitro en otras especies 
(Amman y Hammerstedt 1993, Gadea 2005, Aitken 2006).
Todos estos resultados demuestran la validez de la fecundaciôn in vitro heterôloga 
como prueba de capacidad fecundante en el lince ibérico y se constituye como un método a 
utilizar en el futuro para analizar en el laboratorio la funcionalidad de los espermatozoides de 
lince ibérico. Estos resultados serân de mucha utilidad en la medida que no sea posible 
realizar ensayos de fertilidad taies como inseminaciôn artificial o fecundaciôn in vitro 
homôloga.
Estos resultados son importantes porque representan la primera investigaciôn 
detallada sobre la biologia reproductiva del lince ibérico, especie criticamente amenazada, y 
constituyen la base de estudios futuros que nos permitiran profundizar en el conocimiento y 
desarrollar la aplicaciôn de ARTs en esta especie.
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o Très cuartos de la poblaciôn de gatos domésticos de Madrid tiene una proporciôn de 
espermatozoides normales menor al 40% (teratospermia). Los gatos teratospérmicos 
no muestran un incremento de la producciôn espermâtica, contrariamente a lo 
encontrado por otros autores. No se ha observado estacionalidad en la calidad del 
semen.
o En la criopreservaciôn de espermatozoides epididimarios obtenidos de gato 
doméstico, el diluyente de congelaciôn (TEST o Biladyl), la tasa de refrigeraciôn (-0,5 
ô -0,125°C/min), el anadido de glicerol en 1 ô 3 etapas y la carga de las pajuelas 
antes o después de la refrigeraciôn no generan diferencias significativas a la 
descongelaciôn ni en motilidad y en el % de espermatozoides con el acrosoma 
intacto.
o Para la criopreservaciôn de espermatozoides epididimarios de gato las pajuelas y el 
sistema de congelaciôn en 2 niveles son significativamente mejores para el SMI que 
las pildoras y la congelaciôn en 1 solo nivel.
o La criopreservaciôn de espermatozoides epididimarios de gato doméstico en TEST 
con 4% de glicerol anadido en una etapa, empleando una tasa de refrigeraciôn lenta 
(0,125°C/min), almacenando la suspensiôn espermâtica en pajuelas y congelando en 
dos niveles sobre vapores de nitrôgeno, permite obtener tasas de fecundaciôn in vitro 
que no difieren significativamente de las obtenidas con espermatozoides frescos. El 
TEST, por tanto, es un buen diluyente de congelaciôn para espermatozoides 
epididimarios de esta especie.
o Un periodo prolongado de almacenamiento de los epididimos disminuye la motilidad 
en el momento de la recuperaciôn de los espermatozoides, indicando la importancia 
de la rapidez en la recuperaciôn de los epididimos después de la muerte del animal 
como parte del protocolo de rescate y criopreservaciôn de espermatozoides 
epididimarios de felinos salvajes.
o Un periodo de 120 min de equilibrado de los espermatozoides y el glicerol es 
significativamente mejor para el mantenimiento de la motilidad y la integridad 
acrosômica durante la criopreservaciôn que un periodo corto de 30 min.
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o Es posible recoger y criopreservar semen de linces rojos cautivos. Las caracteristicas
seminales del lince rojo son inferiores a las de otros felinos de mediano tamano y 
similares a las de otras especies de lince.
o Los mejores resultados de criopreservaciôn de espermatozoides de lince rojo se 
obtienen con TEST con 20% de yema de huevo y 4% de glicerol.
o La funcionalidad de los espermatozoides criopreservados de lince rojo puede
evaluarse mediante fecundaciôn in vitro heterôloga usando oocitos de gato 
doméstico madurados in vitro.
o Es posible recoger semen de lince ibérico cautivo y en Iibertad mediante
electroeyaculaciôn bajo anestesia general. Es posible también recuperar 
espermatozoides epididimarios viables de linces ibéricos muertos.
o Las caracteristicas del semen de lince ibérico son inferiores a las de otros felinos de
pequeno tamano pero, en general, mejores que las de otras especies de linces.
o Los machos de lince ibérico alcanzan la madurez sexual plena cuando superan los 3
anos de edad. No hay diferencias significativas en los parâmetros espermâticos de 
animales cautivos y de vida libre, ni en la calidad seminal antes y después de la 
época reproductiva.
o Existe asociaciôn significativa entre caractères fenotipicos (peso relativo de
testiculos) y parâmetros espermâticos (numéro total de espermatozoides, motilidad, 
integridad acrosômica) con el comportamiento reproductivo (numéro de côpulas) y la 
fertilidad masculinos (numéro de cachorros).
o Es posible criopreservar semen de lince ibérico. Los espermatozoides de lince ibérico
sobreviven a la criopreservaciôn utilizando un protocolo de uso generalizado para 
espermatozoides de felinos; el diluyente de congelaciôn TEST proporcionô mejores 
resultados que el diluyente Biladyl.
o Los espermatozoides de lince ibérico congelados y descongelados son capaces de
fecundar in vitro oocitos de gato doméstico, demostrândose, por tanto, que este es 
un método util para evaluar la funciôn espermâtica en el laboratorio.
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Anexo I
Refrigeracion de espermatozoides 
mediante un procedimiento automàtico
205
I ara realizar una refrigeracion controlada y fiable de la suspension espermâtica 
hemos explorado la posibilidad de utilizer un procedimiento automàtico con un bloque 
térmico programable (Thermostat plus 5352, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y una 
câmara seca (CombiBox, Eppendorf) ajustada al mismo. El bloque seco tiene un control de 
temperature que le permite varier entre -5°C y 99°C. Tanto la temperature como el tiempo 
pueden programarse individualmente, permitiendo establecer 4 niveles de temperature y 4 
tiempos consécutives. De este modo, el tiempo transcurrido para la transiciôn lineal entre 
dos temperatures puede programarse individualmente y asi, por pesos, se determine la 
curve de descenso de temperature (en °C/min).
Se hicieron pruebas de refrigeracion, desde 20°C hasta 5°C durante 120 min, con el 
bloque programable. En el interior de la câmara seca se dispuso una gradilla para 
microtubos donde se colocô un criovial de 5 ml con pajuelas cortadas y cargadas con 50 pl 
de diluyente de congelaciôn y una allcuota de diluyente en un microtubo que simulaba la 
muestra de semen diluido para evaluaciôn post-refrigeraciôn. Se utilizô un termômetro digital 
externe con dos sondas para hacer un seguimiento de la temperatura en el interior de la 
câmara. Una sonda se colocô dentro de la câmara, apoyada en la gradilla y la otra dontro 
del criovial de 5 ml junto a las pajuelas cargada solo con criodiluyente (Fig. 1).
Las pruebas iniciales revelaron que la temperatura real dentro de la câmara 
CombiBox, medida por el termômetro digital externe, era diferente de la que se indicaba en 
el panel de control del bloque seco, medida por el termômetro incorporado en la mâquina 
(probablemente debido al lento enfriamiento por convecciôn dentro de la câmara CombiBox). 
Por este motive se examinaron una serie de opciones para identificar el programa que mejor 
permitiera obtener la temperatura final deseada (5°C) dentro de la câmara. La temperatura 
inicial se fijô siempre en 20°C y, para compensar las variaciones en la temperatura ambiante 
entre distintos lugares de trabajo, el bloque seco se dejô funcionando a esta temperatura 
antes de introducir las muestras. Una vez que el vial que contenla las pajuelas se introdujo 
en la câmara, se programô siempre un période de 5 min a 20°C para permitir el equilibrado a 
esta temperatura. Basândonos en pruebas preliminares se seleccionaron très temperatures 
finales (0°C, -1°C y -2°C) en el bloque seco con el objetivo de alcanzar 5 °C dentro de la 
câmara al final del période de refrigeraciôn (120 min). La temperatura real se registrô cada 
10 min durante los 120 min. Se realizaron al menos 3 repeticiones para cada temperatura 
final elegida. La Figura 2 muestra las curvas de descenso de temperatura durante 120 min 
con las très temperatures establecidas en el bloque seco. Se encontrô que la temperatura 
final de 5°C se alcanzô dentro de la câmara cuando el bloque seco fue programado con una 
temperatura diana de -1°C. Para todos los experimentos subsiguientes de criopreservaclôn 
de espermatozoides de lince ibérico, se utilizô esta temperatura diana.
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Fig. 1. Refrigeraciôn de muestras de semen 
en un bloque seco programable con una 
câmara a medida del bloque térmico. (A) El 
bloque térmico (ThermoStat plus, Eppendorf) 
con la câmara (CombiBox) usada para la 
refrigeraciôn de las muestras de semen se 
integra con un termômetro digital externo de 
dos sondas que permite seguir la temperatura 
en la câmara y dentro de una pajuela rellena 
con criodiluyente. Las pajuelas se pusieron 
dentro de un criovial de 5 ml que se colocô 
sobre una gradilla; la submuestra 
resuspendida en criodiluyente y contenida en 
el microtubo colocado también en la gradilla 
se évalua al final de la refrigeraciôn. (B, C) 
Diagrama de la vista en planta y lateral 
mostrando las pajuelas dentro del criovial y 
sobre la gradilla, y sondas del termômetro 
digital para monitorizar los cambios de 
temperatura.
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Fig. 2. Curvas de refrigeraciôn obtenidas con un bloque térmico programable con una câmara a 
medida (ThermoStat plus y CombiBox, Eppendorf). Las très curvas ilustran los va lores de temperatura 
dentro de una pajuela con criodiluyente, colocada dentro de la câmara, cuando la temperatura final 
programada fue (0“C, -1°C y -2°C) al final de cada ciclo de 120 min. Los mejores resultados se 
alcanzaron cuando se seleccionô como temperatura final -1°C ya que ello permite alcanzar la 
temperatura final de 5°C dentro de la pajuela y la câmara.
Dado que el bloque térmico ofrece la posibilidad de seleccionar diferentes programas 
con varias temperaturas y tiempos para alcanzarlas, en el future se podrian explorar otras 
curvas de refrigeraciôn y el establecimiento de un tiempo de equilibrado adicional antes de 
llevar las muestras a congelar.
Se considéra que este sistema es mas conveniente y fiable que los métodos 
tradicionales de refrigeraciôn utilizando frigorificos o contenedores llenos de agua en los que 
la temperatura va bajando por el anadido de cubitos de hielo o hielo seco.
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Anexo II
Fotos
Macho de lince rojo. Captura y anestesia en el Zoobotânico Jerez.
I
Quirôfano y electroeyaculaciôn de lince rojo en el Zoobotânico Jerez (Jordi Colas ©)
»
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Primer coche cedido por Novauto para el trabajo de campo y laboratorio môvil en Dohana.
Anestesia y trasiado de linces ibéricos en el Centro de Cria de Lince Ibérico “El Acebuche”. 
(Programa de Conservaclôn Ex-situ del Lince Ibérico ©).
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Medida de testicules y electroeyaculaciôn de un lince ibérico en el Centro de Cria de Lince Ibérico 
“El Acebuche”.
Toma de biopsia de piel de un lince ibérico y primera camada de lince ibérico nacida en cautividad en 
2005 en el Centro de Cria de Lince Ibérico “El Acebuche” (Programa de Conservaclôn Ex-situ del 
Lince Ibérico ©).
Machos de lince ibérico de las poblaciones de Dohana y Sierra Morena en el Centro de Cria de Lince 
Ibérico de “El Acebuche” (Programa de Conservaclôn Ex-situ del Lince Ibérico ©).
Habitat del lince ibérico en Dohana. Pista de acceso a la Reserva Blolôgica de Dohana con 
sehales de trafico para control de velocidad y cercado de alimentaciôn suplementaria de conejo 
como medidas de conservaclôn ex-situ en Dohana .
ATENCION
®  A
PELIGRO DE 
ATROPELLO DE 
FAUNA SILVESTRE
Anestesia y electroeyaculaciôn de lince ibérico de vida libre de la poblaciôn de Dohana en Diciembre 
de 2006.
Liberacion de lince ibérico post- 
chequeo en Dohana.
Sehales de trafico para control de velocidad como medida 
de conservaclôn ex-situ en Andùjar
Habitat del lince ibérico en Sierra Morena Oriental.
m ;
Equipo para la evaluaciôn y criopreservaclôn de semen (izquierda) y electroeyaculaciôn (derecha) 
en el centre de cria de lince ibérico de "La Aliseda".
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Los capîtulos de esta tesis han dado origen a las siguientes publicaciones cientificas 
enviadas o a enviar a revistas incluidas en el Science Citation Index (SCI) del Institute for 
Scientific Information (ISI):
Capitule 1: Factores que afectan al éxito de la congelaciôn de espermatozoides 
epididimarios de gato doméstico {Felis catus).
(1) Gahan N, Gomendio M, Roldan ERS. Sperm traits in domestic cat {Felis catus). 
Circannual variations and correlates of sperm parameters (en preparaciôn para ser enviado a 
publicar).
(2) Gahan N, Gonzalez R, Gomendio M, Roldan ERS. Effect of diluents and time of glycerol 
addition on cryopreservatlon and sperm preparation for in vitro fertilization in domestic cat 
{Felis catus) epidldymal spermatozoa (en preparaciôn para ser enviado a publicar).
(3) Gahan N, Gomendio M, Roldan ERS. Factors affecting cryopreservation of domestic cat 
{Felis catus) epidldymal spermatozoa (en preparaciôn para ser enviado a publicar).
Capitulo 2: Efecto del almacenamlento de epididlmos de gato doméstico {Fells catus) 
a 5*C sobre la calidad y la criopreservaclôn espermâtica.
(4) Gahan N, Gomendio M, Roldan ERS. Effect of storage of domestic cat (Fells catus) 
epididymides at 5°C on sperm quality and cryopreservatlon. Theriogenology (enviado/en 
revisiôn).
Capitulo 3: Caracteristicas reproductivas del macho, criopreservaclôn de semen y 
fecundaciôn In vitro heterôloga en el lince rojo {Lynx rufus).
(5) Gahan N, Gonzalez R, Sestelo A, Garde JJ, Sanchez I, Aguilar JM, Gomendio M, Roldan 
ERS. 2009. Male reproductive traits, semen cryopreservation and heterologous in vitro 
fertilization in the bobcat (Lynx rufus). Therlogenology 72, 341-352.
Capitulo 4: Rasgos reproductivos del macho de lince ibérico {Lynx pardinus).
(6) Gahan N, Sestelo A, Garde JJ, Martinez F, Vargas A, Sanchez I, Pérez-Aspa MJ, 
Palomares F, Gomendio M, Roldan ERS. Reproductive traits in captive and free-ranging 
males of the critically endangered Iberian lynx {Lynx pardinus). Reproduction (enviado/en 
revisiôn).
Capitulo 5; Calidad del semen, Criopreservaclôn de espermatozoides y fecundaciôn in 
vitro heterôloga en el lince ibérico {Lynx pardinus).
(7) Gahan N, Gonzalez R, Garde JJ, Martinez F, Vargas A, Gomendio M, Roldan ERS. 2009. 
Assessment of semen quality, sperm cryopreservation and heterologous in vitro fertilisation in 
the critically endangered Iberian lynx {Lynx pardinus). Reproduction, Fertility and 
Development 2^, en prensa.
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